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INTRODUCCIÓN Y JUSTIFICACIÓN
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En los últimos años se ha venido desarrollando en el mundo científico, una Ñerte
corriente de interés hacia las plantas medicinales como elementos terapéuticos, constituyendo la
búsqueda de nuevos principios con actividad farmacológica, una línea de investigación
prioritaria de numerosos centros, tanto españoles como extranjeros.
Especies cuyo uso se había prácticamente abandonado, vuelven a utilizarse; se realizan
trabajos de investigación sobre plantas poco o nada estudiadas hasta este momento, para
incorporarlas a la terapéutica como tales drogas, o como materia prima para la obtención de sus
principios activos, o para suutilización en procesos de hemisintesis (Shellard, 1987).
El aislamiento de sustancias de origen vegetal con actividad farmacológica, que
permitan corroborar los usos populares de estas especies, constituye un amplio proyecto de
investigación desarrollado en nuestro Departamento desde hace años.
Dentro de esta misma línea, se planteó el estudio de diferentes especies vegetales
pertenecientes a la familia Rosaceae, familia que aporta numerosas plantas empleadas como
medicinales, fimdamentailmente en medicina popular, algunas de las cuales son consideradas
como drogas oficinales.
Perteneciente a esta familia, es la Sanguisorba minar Scop., denominada popularmente
como “hierba gitana”, y sobre la que se tuvo conocimiento de que en una zona localizada de los
Montes de Toledo, se usa en forma de infusión por sus propiedades tónico-digestivas. Se trata de
una especie vegetal muy polimorfa, constituida por varias sub-cspecies de dificil diferenciación
entre sí, diferenciación que no se produce en su utilización popular.
La sub-especie utilizada en la presente Memoria es la 5. minar Scop. ssp. magno/ii
Spach, al ser la más abundante en las zonas de recolección, y sobre la que se tenía un
conocimiento más directo de sus usos populares.
Las indagaciones realizadas a nivel rural en esta zona, pennitieron comprobar que esta
planta es utilizada desde antiguo por sus propiedades terapéuticas como astringente,
canninativo, digestivo y hemostático. Sin embargo, en la literatura científica, no aparecen
reseñados estudios acerca de esta especie vegetal en concreto.
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Dentro de la línea de investigación prioritaria, establecida en el Departamento sobre el
aislamiento de principios activos a partir de especies medicinales, se aborda el estudio
fitoquimico y fannacológico de 5. minar magno/ii, con objeto de justificar sus usos populares
como planta medicinal.
Lavalidación farmacológica de estos usos a nivel experimental, así como el aislamiento
del principio o principios responsables de su actividad, constituye el proyecto experimental de
esta Tesis Doctoral.
¾ANCA
91.- ASPECTOS BOTÁNICOS DEL GÉNERO Sanguisorba
Li.- SITUACIÓN TAXONÓMICA
La familia Rosaceae comprende unas 3000 especies vegetales pertenecientes a un
centenar de géneros, distribuidos ampliamente por la floramundial, en especial de Europa, Asia
y América del Norte. La importancia de esta familia radica en que aporta numerosas especies
empleadas como plantas medicinales, algunas de las cuales son consideradas como drogas
oficinales(Farmacopea Española, 1954; Delaveau, 1982).
Entre los géneros con interés fannacológico, se encuentra el género Sanguisorba, cuyas
especies son empleadas a nivel popular. En la revisión bibliográfica realizada, se constata que la
posición botánica exacta de este género no está del todo clara, ya que algunas especies aparecen
reseñadas dentro del género Poterium. Lázaro e Ibiza, en su “Botánica Descriptiva” (1896),
establece la siguiente taxonomÍa para este género:
TIPO: Fanerogamas
SUB-TIPO: Angiospermas
CLASE: Dicotiledóneas
SUB-CLASE: Dialípetalas superovarleas
SERIE: Polistemona
ORDEN: Rosídas
FAMILIA: Sanguisorbeas
GÉNERO: Poter¡wn
Font-Quer en su obra “Dioscórides Renovado” (1979), resefia el Poterium
sanguisorba L., denominándola con el nombre vulgar de “pimpinela menor”, y englobando bajo
esta misma denominación a otras especies del géneroPoter¡um.
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Con respecto a Sanguisorba minormagno/u, taxon objeto de estudio de estaMemoria, la
descripción taxonómica más reciente viene reseñada en “Flora Europea” (1976):
DIVISIÓN: Espermatophita
CLASE: Angiospermas
SUR-CLASE: Dicotiledóneas
ORDEN: Rosales
FAMILIA: Rosaceae
SUR-FAMILIA: Rosoideae
GÉNERO: Sanguisorba
SUB-GÉNERO: Poteriu,’n
ESPECIE: minor
SUR-ESPECIE: magnoln
Li- DESCRIPCIÓN BOTÁNICA
Las especies de la familia Rosaceae son hierbas, arbustos o árboles, con hojas
generalmente alternas y estipuladas, y flores regulares. Los frutos suelen ser aquenios, drupas o
pomos. A esta familia pertenecen la mayoría de los árboles frutales más comunes, como cerezos,
ciruelos, manzanos,...
Un detalle botánico importante en estas plantas, es la presencia de una parte
característica de la flor, el hipantio, sobre cuya parte externa nacen los carpelos. Atendiendo a
sus características botánicas, existen cuatro sub-familias con marcadas diferencias (Cronquist,
1981):
Sub-faniilia $pfro¡deae: flores pentámeras. Hipantio liso, cóncavo o campanulado, sin
carpóforo. Número de carpelos: 1-5. Frutos con 1-5 folículos. Géneros más representativos:
Sorbona, $pirea...
.li ti ti u
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Sub-familia Roso/date: flores tetra, penta ó hexámeras. Hipantio liso o cóncavo,
frecuentemente con carpóforo central. Un carpelo. Fruto en aquenio o drupa. Géneros más
representativos: Filipendula, Rosa, Sanguisorbg Potentilla, Alchemilla,...
Sub-fain¡Iia Molo/date: flores pentámeras. Hipantio tubular. Número de carpelos: 2-5. Fruto en
pomo. Géneros más representativos: Cydonia, Pyrus, Crataegus,...
Sub-familia Pruno/deae: flores pentámeras. Hipantio cóncavo o tubular. Fruto en drupa con una
semilla. El género más representativo esPrunus, con aproximadamente unas 200 especies.
La descripción botánica de la especie Sanguisorba minor reseñada en “Flora Europea”
(1976), la considera como:
“Hierba perenne de 10-90 cm, glabra o vellosa, con una roseta de hojas basal bien
desarrollada. Rizoma y tallos erectos, en cuyos extremos van las flores y hojas. Hojas con 3-12
pares de foliolos redondos o elípticos de 0.5-2 cm, longitudinales, peciolados e inciso-aserrados.
Capitulo de 1 a 3 cm, de globoso a ovoide. Flores superiores femeninas, las inferiores
masculinas, y centrales hermafroditas, con 2 ó 3 bracteolas. Pétalos ausentes. Numerosos
estambres. Estilo terminal. Fruto: aquenio encerrado en un hipantio de 3-8 mm con 4 ángulos,
alomado o alado, y con las caras reticuladas o esculpidas en varias direcciones”.
Existen diferentes sub-especies de 5. minor, diferenciables por los caracteres del
hipantio, aunque a veces no se correlacionan con otros caracteres de la planta. Las sub-especies
que crecen en la Peninsula Ibérica son:
- ssp. minor L. (==Poteriwn sanguisorba L., P. dictyocarpum SpacW). Hipantio con los 4 ángulos
marcados, alomados. No verrucoso, alargado, con caras reticuladas.
- ssp. laterfflora Cosson. Hipantio con 4 ángulos, no verrucoso, subgloboso, con las caras
marcadas porhoyos, débilmente reticulados.
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- ssp. magno/U Spacb. (=1’. magno/ii Spach.). Hipantio escasamente anguloso, fuertemente
verrucoso.
- ssp. mur/cata Briq. (=1’. polygamum Waldst & Kit). Hipando con 4 ángulos alados de 1 a 5
veces más largo que ancho. Caras cubiertas porarrugas irregulares.
- ssp. ‘np(co/a Boisse y Reuter. Hipando 1 ó 2 veces más largo que ancho. Igual descripción
que la sub-especie muricata.
(e~1.t4 ml
Frutos de las distintas subespecies de S.minor. De izquierda a derecha: ssp.minor; ssp.laterflora;
ssp. magno/ii; ssp.muricata; ssp.rupícola.
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1.3.- ECOLOGIA
En general, las especies del género Sanguisorba crecen en praderas secas y suelos
rocosos. De las distintas sub-especies de 5. mínor que existen en nuestro país, la 5. minor
magno/ii es la más extendida de todas. El mapa de distribución geográfica de esta especie se ha
elaborado consultando el Herbario de la Facultad de Farmacia, de la Universidad Complutense
de Madrid (MAF).
La 5. minor magno/ii es un elemento indiferente edáfico, al igual que las sub-especies
muricata y minor (Rivas Goday, 1964). Las sub-cspecies laterflora y rupícola crecen en
pastizales vivaces sobre litosuelos calizos y basófilo calcáreos (Sánchez Mata, 1981, 1983).
40•
Distribución geográfica de Sm.minor L.
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Distribución geográfica de S.ntlaterflora Cosson
Distribución geográficade .S.ntmagnolu Spach.
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Distribución geográficade S.ntmurrcata Briq.
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Distribución geográfica de S.ntrupfcola Boisse y Reuter
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II.- ASPECTOS FITOOUIMICOS
11.1.- REVISIóN FITOOIJIMICA DEL GÉNERO Sanguisorba
En la revisión bibliográfica realizada, se han encontrado pocas referencias acerca de la
composición quimica de la especie Sanguisorba minor magno/ii, y especies próximas a ella. En
el género Sanguisorba, los compuestos descritos son mayoritariamente de tipo polifenólico,
fundamentalmente taninos, y saponmas de esqueleto triterpénico. Por esta razón, se abordará con
mayor detalle el estudio de estos principios dentro del género Sanguisorba, y de la f~milia
Rosaceae en general. Para facilitar la exposición de esta revisión fitoquimica, se consideran por
separado los aspectos de extracción, separación e identificación estructural de estos compuestos,
asi como sus propiedades biológicas e incidencia en la familia.
LL1.1.- COMPUESTOS POLIFENÓLICOS
111.1.1.- FLAVONOIDES
Generalidades
Los flavonoides son quizás los compuestos polifenólicos más ampliamente distribuidos
en el reino vegetal. Se han llegado a aislar hasta varios cientos de los mismos, presentes en la
naturaleza. Se pueden encontrar en forma libre (geninas o agluconas), o combinados con
azúcares formando heterósidos, constituyendo éstos los principales pigmentos hidrosolubles de
los vegetales, responsables de la coloración de flores y frutos. Las geninas libres se encuentran
presentes en mayor medida en tejidos lignificados.
Estructuralmente, los flavonoides poseen un esqueleto de 15 átomos de carbono, en los
cuales 2 núcleos bencénicos (anillo A y B), están unidos por un eslabón de 3 carbonos. El
término “flavonoide”, tomado en su más amplio sentido, se aplica a estructuras muy diversas,
pero derivadas básicamente del mismonúcleo, el 2-fenil cromano:
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- 2-fenil cromonas: flavonas, flnvonoles, flavanonas, ¡soflavonas y estructuras dimeras
- 2-fenil cromanos o flavanos : catequinas, leucoantocianos o proantocianos
- antocianos estructuras intermediarias entre catecoles y flavonoides
- chalconas, formas isómeras abiertas de las flavanonas
- auronas, homólogos de las flavonas, con un anillo heterociclicopentagonal
2•
02 la7— U —5.A! j5 4oEstructura general de flavonoide
‘st-
0%
se
o
-a-
ca?
Ra
La—rna—
Figura 1
18
1 - fl~*r~4
En la Figura 1 se muestran los esqueletos básicos de flavonoides más frecuentes, cuya
variación estructural y distribución en la naturaleza ha sido objeto de estudio en numerosas
revisiones bibliográficas (Wollenweber, 1988; Harborne & Williams, 1988; Chopin &
Dellamonica, 1988). No obstante, los flavonoides más abundantes en el reino vegetal, y que
quizás por eso han merecido mayor atención en cuanto a sus propiedades farmacológicas, son
las flavonas, flavonoles y sus heterósidos, por lo que se abordará con mayor detalle el estudio de
los mismos.
Hasta el momento, se han llegado a aislar hasta más de 500 compuestos diferentes de
este tipo, recibiendo genéricamente nombres triviales relacionados con la especie vegetal de la
que proceden. La diferencia estructural básica entre flavonas y flavonoles, es la presencia de
oxigenación en el C-3 de los flavonoles, mientras que una oxigenación adicional en otras
posiciones del anillo A ó B, no modifica la nomenclatura genérica del compuesto.
Biogenéticamente, queda aceptado que los flavonoides proceden de la ruta metabólica
combinada malonato/sikimato, por lo que es frecuente la presencia de nuevas oxigenaciones en
las posiciones 5, 7, 3’ y 4’ de flavonasy flavonoles.
Incidencia en la familia
Los flavonoides son metabolitos muy extendidos entre las Rosaceas, siendo
especialmente abundantes los derivados flavonólicos. Sin embargo, no constituyen los únicos
principios activos de estas especies, sino que se encuentran acompafiando a otras sustancias,
como taninos y saponmas triterpénicas.
Dentro del género Sanguisorba, la especie más estudiada desde el punto de vista
químico es 5. officinalis, lográndose identificar, entre otros flavonoides, quercetina, rutina, y
diversos heterósidos de apigenina, luteolina y kemferol (Kaneta et al., 1979). Se conoce también
la composición en flavonoides de algunas sub-especies de S minor, en concreto en las sub-
especies muricata y lasiocarpa, se han identificado mayoritariamente quercetina, y heterósidos
de la misma y kemferol (Shukyrov & Nasudari, 1970).
En este apartado, cabe destacar la cada vez mayor presencia en la naturaleza de
estructuras clásicas de flavonas y flavonoles, pero en una nueva forma conjugada, unidas
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covalentemente a sulfatos o bisulfatos inorgánicos. Aunque la función exacta de estos
flavonoides sulfatados en los vegetales no está del todo clara, parece ser que su formación
representa uno de los principales mecanismos de destoxificación, tal y como ocurre en los
tejidos animales. Alguno de estos compuestos han sido descritos dentro de la familia Rosaceae,
en concreto en diversas especies del género Potentilla y Sanguisorba, entre ellas la & minor
(Harborne, 1977).
Aislamiento eidentificación
Los flavonoides son, por lo general, compuestos de gran estabilidad, que pueden ser
extraidos directamente del material vegetal desecado, por contado con el disolvente, en frío
(maceración) o en caliente (extracción a reflujo). En la elección del disolvente se tiene en cuenta - -
la polaridad de la molécula así, para la extracción de geninas se suelen emplear disolventes
poco polares, como hexano, diclorometano...., mientras que los heterósidos se extraen mejor con
mezclas hidroalcohólicas, donde la proporción de agua sea baja (1:5). Otro procedimiento a
menudo utilizado, es la extracción con disolventes de polaridad creciente, consiguiendo un
fraccionamiento de los principios activos en función de supolaridad (extracción Soxhlet).
Para la separación de flavonoides y heterósidos flavónicos, la cromatografla en columna
de gel de sílice es la técnica más barata y conveniente a utilizar. Además del silicagel, también
se emplean otros tipos de adsorbentes con resultados satisfactorios, como celulosa, poliamida,
etc... Aunque la bibliografla aporta numerosos datos acerca de las fases móviles a emplear, la
elección debe estar basada igualmente, en función de la polaridad de la molécula a aislar, o en
función de los diferentes pesos moleculares en el caso de utilizar la cromatografla de exclusión
(Sephadex).
En el análisis estructural de compuestos flavónicos, son utilizadas las técnicas
espectroscópicas típicas para la elucidación de productos naturales: espectroscopia infrarroja
(IR), espectroscopia de masas (EM), y espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN),
tanto de protón (‘H-R.MN), como de carbono (13C-RMN). Sin embargo, en el caso de los
flavonoides, la espectrofotometría UY/VIS proporciona datos muy valiosos, y que son el punto
de partida en su análisis estructural. El espectro de los flavonoides en metanol, así como las
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modificaciones producidas por la adición de diferentes reactivos, proporciona una importante
información estructural, que puede ser complementadapor las otras técnicas espectrales. En este
sentido, cabe destacar las pautas propuestas por Mabry (1970) y Voirin (1983), que han llegado
a constituir un método standarizado para la elucidación estructural de compuestos flavónicos.
En nuestro país, el grupo de investigación encabezado por el Dr. Villar, posee amplia
experiencia en el aislamiento e identificación de flavonoides a partir de especies vegetales, de lo
que queda constancia en la bibliografla especializada (Villar et aL, 1985; Abad et al., 1993;
Slowingeta/., 1994; Palomino etat, 1996; Martínez etal., 1997).
Propiedades biológicas
Las propiedades biológicas de los flavonoides son conocidas desde antiguo. Fué en 1936,
cuando se demostró la eficacia de los frutos del limón (Citrus limon) en el tratamiento de los
casos de escorbuto. Años más tarde, esteefecto fué atribuido a su doble contenido en vitamina C
y flavonoides, dada la propiedad de estas moléculas flavónicas de prevenir la fragilidad capilar.
El amplio espectro de actividades biológicas dentro de este grupo de compuestos, así
como la multiplicidad de acciones que presentan alguno de sus miembros, hacen de los
flavonoides uno de los grupos más amplios e interesantes de productos biológicamente activos,
denoniimdos genéricamente “bioflavonoides”. La presencia de estas moléculas en la naturaleza,
así como su relación estructura-actividad, ha sido objeto de estudio en numerosas revisiones
bibliográficas de los últimos años (Anton, 1988; Miquel <a aL, 1989; Pathak el a/., 1991).
Además de sus propiedades como factor vitaminico P, otras muchas acciones
farmacológicas han sido atribuidas a los flavonoides. Poseen actividad antiinflamatoria, no solo
actuando a nivel de permeabilidad capilar, sino también en otros estadios de la inflamación.
Estas moléculas se han mostrado como potentes inhibidores de alguna de las rutas de la cascada
del ácido araquidónico, siendo también importantes captadores de radicales libres (Monboisse et
aL, 1983; Alcaraz & Hoult, 1985; Villar el aL, 1987; Cotelle el aL, 1996). Presentan también
actividad antiulcerosa, estrechamente relacionada con sus efectos analgésicos e
inmunomoduladores (Alcaraz & Hoult, 1985; Alarcón de la Lastraet aL, 1994).
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Alguna de estas moléculas poseen efectos espasmoliticos y vasodilatadores coronarios,
muy probablemente a través de un mecanismo calcio-dependiente ( Laekeman et aL, 1986;
Abdalla & Abu Zarga, 1987; Ubeda & Villar, 1989; Choi et aL, 1991). Hay que resaltar además,
la actividad citotóxica, antimicrobiana y antiviral de los flavonoides, que hace de estos
compuestos una de las principales y más valiosas fuentes actuales de búsqueda en la
quimioterapia antivinca (Van Hoof et aL, 1984; Wong et al., 1987; Mori et aL, 1987; Fukui et
aL, 1988; Hayashi et aL, 1988; De Rodriguez et aL, 1990; González et aL, 1990).
111.1.2.- TANINOS
Generalidades
Los taninos son sustancias de naturaleza polifenólica, de alto peso molecular, que a
menudo se presentan combinadas con otras sustancias, como carbohidratos, proteinas, etc... Se
encuentran ampliamente distribuidas en el reino vegetal, llegando a representar un elevado
porcentaje respecto a su composición química total. En otro contexto, cabe destacar que
constituyen quizás, el primer grupo de productos naturales a los que se les encontró aplicación a
nivel industrial.
Los taninos mayoritarios presentes en la naturaleza, se incluyen dentro de los dos
principales grupos de estos metabolitos: taninos hidrolizables y condensados (catéquicos).
Los taninos hidrolizables o gálicos son los estudiados más ampliamente durante la
última década, estudios que quedan recopilados en diversas revisiones bibliográficas (Haslam,
1982; Dey & Harbome, 1989). Se trata de metabolitos de polioles, acoplados a una o más
unidades de ácidos fenólicos, generalmente ácido gálico (galotaninos) o ácido elágico
(elagitaninos). Estas moléculas pueden sufrir una unión oxidativa (C-C o C-O) con otra unidad
fenólica, dando lugar a una amplia y estructuralmente compleja variedad de metabolitos
secundarios. La ruta biosintética más común de estos taninos viene reflejada en la Figura 2
(tomada de Dey & Harborne, 1989), donde se muestran los metabolitos más frecuentes, con
glucosa como poliol.
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FIGURA 2 : Biogénesis y relaciones estructurales de galotaninos y elagitaninos.
4: pentagaloil-D-glucosa; 5 tetragaloil-D-glucosa; 6 :eugeniin; 7 : casuarictin;
8 tellemagrandin; 9 : pedunculagin; 10: casuariin; it : castalagm
Los taninos condensados o proantocianidinas están estructuralmente constituidos por
cadenas de flavan-3-ol. Biogenéticamente, derivan de la ruta de flavonoides, por a o
f3-hidroxilación en posición 3. El primer precursor biosintético de esta ruta es la (2R,3S) o
(2R,3R)-dihidroquercetina, de la que derivan estructuras que, desde el punto de vista
estereoquímico, presentan elevada complejidad (Figura 3, tomada de Dey & Harbome, 1989).
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FIGURA 3: Biosíntesis de los precursores de procianidinas.
Incidencia en la familia
Los taninos son principios activos muy repartidos en todo el reino vegetal, pero
especialmente abundantes en algunas familias, entre ellas la Rosaceae, donde se llegan a
alcanzar porcentajes del 20% en algunas especies. Este es el caso del rizoma de Potentilla
tormentílla, P. ansermna y Y. erecta, así ~comodiversas especiesdel géneroAlohemilla (Geiger et
aL, 1994; Schimmer & Lindenbaum, 1995).
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Dentro del género Sanguisorba, los taninos se encuentran descritos mayoritariamente en
la especie S off¡cinalis, especie ampliamente investigada por el grupo de Tanaka, Nonaka et aL
(1983; 1984; 1985). Fruto de estas investigaciones, es el aislamiento de ésteres del ácido gálico
estructuralmente complejos, y diversas moléculas de elagitaninos. Esta especie, £ officinalis, ha
sido también estudiada en cuanto a la variabilidad en su contenido en taninos según el periodo
estacional y zona de recolección, comprobándose que la proporción es mayoritaria durante la
primavera, incrementándose en zonas de mayor altitud (Mel’Chakova & Kharitonova, 1975;
Krylova & Orishchenko, 1978). Más recientemente se ha venido investigando la producción de
taninos en cultivos celulares de esta especie (Ishimaru et aL, 1990).
Algunos de los taninos hidrolizables y proantocianidinas aisladas en £ officinalis, han
sido identificados también, en cantidades incluso cuantitativamente superiores, en diversas sub-
especies de £ mínor (Diak & Kohlmunzer, 1983; Lamaison a aL, 1990; Reher etaL, 199lc).
Aislamiento e identificación
Este tipo de compuestos, con anillos aromáticos altamente oxidados, son
preferentemente extraidos por maceración directa del material vegetal con mezclas
hidroalcóholicas. Las combinaciones más frecuentes incluyen mezclas de etanol-agua. metanol-
agua, etanol-agua-acetona y acetona-agua. Aunque es muy dificil generalizar sobre la
conveniencia de estas combinaciones, hay que tener en cuenta que las mezclas de mayor
polaridad son útiles para separar compuestos de bajo peso molecular, mientras que las mezclas
etanólicas separan mayoritariamente moléculas diméricas de proantocianidinas.
El extracto resultante puede ser fraccionado directamente por cromatografla en columna
de exclusión, utilizando Sephadex LH-20 como adsorbente, y mezclas hidroalcohólicas de
polaridad decreciente como eluyente (Nonaka a aL, 1984). Otras técnicas cromatográficas
alternativas han sido también utilizadas con éxito en la separación de taninos, como es la
cromatografla en contracorriente por goteo (DCCC, del inglés “droppet counter current
chromatography”), y la cromatografla centrífuga de partición, donde se emplean solventes de
mayor polaridad (Okuda etaL, 1989a).
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En la identificación de taninos, las técnicas espectroscópicas de UY/VIS e IR nos
proporcionan una información restringida y limitada acerca de la estructura de la molécula. No
es así con la espectroscopia de masas, técnica tradicionalmente empleada para la elucidación
estructural de estos compuestos (Hethelyi etal., 1987). Más recientemente, el uso de esta técnica
se ha extendido considerablemente, al introducir modificaciones en la misma, que contribuyen
en buena medida a la elucidación estructural y conformacional de taninos. Se trata de la FAB
(del inglés “fasí atom bombardement” ), que facilita el examen de compuetos termolábiles y de
baja volatilidad, mediante un bombardeo con átomos neutros rápidos (Rasetti elaL, 1995).
En combinación con estas técnicas, la espectroscopia de resonancia magnética nuclear,
tanto la 1H-RMN como ‘3C-RMN, constituyen el arma principal para dilucidar las complejas
estructuras de los taninos. La ‘H-RMN proporciona información directa acerca de la
estereoquñnica de la molécula, particularmente la conformación del poliol en los taninos
hidrolizables, y del anillo C en las unidades flavan-3-ol de las proantocianidinas. La principal
desventaja de esta técnica es la dificultad de interpretación del espectro en el caso de moléculas
grandes (dimeros o trimeros), debido a la superposición de sefiales y efectos de amplificación.
En contraste, la ‘3C-RMN proporciona información definitiva acerca de la estructura de estas
moléculas, incluso de polimeros y oligómeros con un grado de polimerización de 20 unidades.
Proniedades biológicas
Históricamente, la importancia de los taninos ha estado ligada a sus propiedades
curtientes, es decir, a la propiedad de transformar la piel fresca en cuero, por su capacidad de
combinarse con proteínas. Tienen sabor astringente, y propiedades hemostáticas y cicatrizantes.
Por vía interna, ejercen un efecto antidiarreico y antiséptico, mientras que tópicamente
impenneabilizan las capas más externas de la piel y mucosas. También presentan propiedades
vasoconstrictoras sobre vasos sanguíneos superficiales
A este amplio rango de actividades farmacológicas, hay que sumar otros efectos de
taninos aislados de especies vegetales (Okuda el aL, 1989b). Presentan marcadas propiedades
antimicrobianas (Hussein & Yankov, 1985), citotóxicas (Yoshida el aL, 1991) y antivirales
(Kakinchi et aL, 1985 ; Takechi et aL, 1985; Nonaka et aL, 1990; Mizuno et aL, 1992;
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.Lutete et aL, 1994) por su capacidad de precipitar proteínas, así como efectos antiinflamatorios
(Kimura et al., 1986). Se han mostrado como potentes inhibidores de la peroxidación lipídica
(Kimura et aL, 1984; Uchida et aL, 1988), así como agentes protectores de la mucosa
gastrointestinal (Ezaki et aL, 1985; Verhaeren & Lemli, 1986; Horigome a aL, 1988; Murakami
et aL, 1991). Presentan también actividad sobre músculo cardíaco y presión sanguínea (Calixto
a aL, 1986). El ácido tánico a su vez, ha mostrado una acción inespecífica depresora del sistema
nervioso central (Takahashi et aL, 1986).
Los elagitaninos aislados de £ officinahs muestran potente actividad antihemorrágica
(Kosuge a aL, 1984), citotóxica (Bastow et aL, 1993) e hipoglucemiante (Sheehan et aL, 1983),
siendo éste último efecto, sinérgico con el de las saponinas triterpénicas presentes en la especie
(Reher et aL, 1991 c). Con respecto a la £ mínor, únicamente se han encontrado referencias en la
bibliografla, acerca de la actividad enzimática inhibidora de la elastasa, actividad que se le
atribuye a su contenido en taninos (Lamaison et aL, 1990).
11.1.L3~- Ácmos FENÓLICOS
Se trata de compuestos aromáticos estructuralmente sencillos, que se encuentran
presentes prácticamente en todos los vegetales. Pueden aparecer en forma libre, en forma de
ésteres, o como compuestos heterosídicos más complejos. Desde el punto de vista químico, se
clasifican en:
- derivados del ácido benzoico: ácido gálico, acido salicilico.. Algunas de estas moléculas son
constituyentes de la lignina, formando parte también de la estructura de los taninos.
- derivados del ácido cinámico: ácido cafeico, ácido rosmaríico... Son estructuras de 9 átomos
de carbono, caracterizadospor primera vez en el romero y en las semillas de café.
Las implicaciones farmacológicas de este tipo de compuestos han sido ampliamente
investigadas. Poseen marcada actividad analgésica y antiinflamatoria, así como propiedades
antioxidantes (Toda et aL, 1991). En este sentido, ha sido recientemente descrito el posible
mecanismo de acción antirradicalario del ácido gálico (Haslam, 1996). Asimismo, los ácidos
fenólicos presentan propiedades antibacterianas (Corthout et aL, 1994), y antivirales
(l-Iirabayashi et aL, 1995).
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La incidencia de los ácidos fenólicos en el género Sanguisorba, y familia Rosaceae en
general, no aparece apenas reseflada en la literatura especializada Unicaniente se han
encontrado referencias bibliográficas acerca de la presencia de ésteres del ácido gálico y otros
ácidos fenólicos en la especie £ offic¡nalis (Nonakaet aL, 1982).
En un screening fitoquinuco prehnnnar realizado con esta especie, £ minor magnolil, se
detectó la presencia de ácido cafeico, acido gálico y ácido p-cumárico (Rodriguez, 1984).
IL1.2.- SAPONINAS
Generalidades
Las saponinas son compuestos ampliamente distribuidos en el reino vegetal, y que
constituyen uno de los tipos más frecuentes de metabolitos secundarios existentes en la
naturaleza. Alrededor del 76% de las familias investigadas contienen en mayor o menor medida
saponinas, estando éstas presentesen al menos 500 géneros vegetales (Guvanov et aL, 1970). El
nombre “saponina” proviene de la palabra latina “sapo” (‘jabón”), que hace alusión al uso que
desde antiguo se ha hecho de plantas ricas en estos compuestos, por su acción detergente. Esta
propiedad tensoactiva de las saponinas hace que hayan tenido y sigan teniendo en la actualidad,
múltiples aplicaciones comerciales e industriales (Birk, 1969; Nakayamaet aL, 1986).
Químicamente, las saponinas son fundamentalmente heterósidos que por hidrólisis
liberan uno ó más azúcares, y una genina o aglucón con un sistema de anillos policíclicos
derivados del escualeno, y que recibe el nombre de sapogenina. El residuo azucarado puede
estar unido por medio de un solo grupo hidroxilo de la genina (saponinas “monodesmosídicas’j,
o más raramente, a través de dos grupos hidroxilo, o un solo grupo hidroxilo y un grupo
carboxilo (saponinas “bi-desmosídicas”) (Wagner et aL, 1984). En función de la estructura
quñnica de la sapogenina, las saponinas se dividen clásicamente en dos grupos principales:
esteroidicas y triterpénicas. Salvo algunas excepciones, las sapogeninas esteroidicas son
características de las Monocotiledóneas, mientras que las sapogeninas triterpénicas se
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encuentran distribuidas ampliamente en las Dicotiledóneas, y constituyen la mayor parte de las
saponinas encontradas en la naturaleza.
En la revisión bibliográfica realizada, las saponinas descritas para las especies más
próximas a S. mínor magnoin son triterpénicas, por lo que se proflindizará más en el estudio de
las mismas.
La existencia de saponinas triterpénicas es conocida desde antiguo. Las investigaciones
encaminadas al aislamiento e identificación de estos compuestos, así como el estudio de sus
propiedades químicas y biológicas, quedan reflejadas en diversas revisiones bibliográficas
realizadas en las últimas décadas (Basu & Rastogi, 1967; Hitler a aL, 1977, 1982; Bader &
Hitler, 1987; Connolly & Hill, 1989; Schópke & Hitler, 1990).
Desde el punto de vista químico, las saponinas triterpénicas tienen en común, con
algunas pocas excepciones, la presencia de una genina de 30 átomos de carbono, generalmente
perteneciente al grupo de la ~-amiñnaLa mayoría de las saponinas triterpénicas conocidas (más
del 50%) derivan del núcleo del oleanano, aunque también se han descrito de tipo dammarano,
ursano y otros (Hostettman & Lea, 1987). En la Figura 4 (tomada de Hostettman & Lea, 1987),
vienen reflejados diversos tipos de sapogeninas descritas en la bibliografla. Pueden presentar
funciones alcohol o ácido, aunque en ocasiones se han detectado también funciones lactónicas y
aldehído. Una amplia variedad de saponinas difieren sólo en el número y tipo de uniones del
azúcar con la sapogenina La unidad azucarada usualmente aparece en forma piranosa, y en
ocasiones puede estar parcialmente acetilada. Suele contener de 1 a6 unidades nionosacarídicas,
siendo las más comunes glucosa, galactosa, raninosa, arabinosa, fucosa, xilosa, ácido
glucurónico y ácido galacturónico.
Uci i~ión bIb1ies~rátka
29 30
29 28 3’ 30
Danimnno Cucurtitano
FIGURA 4: Principalcs estucturas de sapogeninas triterpénicas
29
—a-
27
24 23
Oleanano Urano
21 26
27
10
28
30
28
30
Lanosthno Holostano
30
25
27
Tamnxastano
24 23
Sn
2?
19
30
2?
32
U ‘-030
Incidencia en la familia
Dentro de la familia Rosaceae, predominan las saponinas triterpénicas de tipo
pentacíclico, tales como el ácido oleánico y derivados, ácido ursólico, ácido tonnéntico, etc...
(Hegnauer, 1973).
El ácido tonnéntico y el ácido ursólico, identificados por primera vez en otra especie de
la familia, Potentilla tonnentilla (Potier et aL, 1966; Bilia et aL, 1994), han sido descritos
también dentro del género Sanguisorba. Así, el ácido torméntico es identificado en Foterium
spinoswn (Pourrat et aL, 1973) y Y. ancistroides (Villar et aL, 1986), mientras que el ácido
ursólico y derivados son descritos en £ alpina (Jia etaL, 1993).
También en la década de los 90, Reher et aL (199la, b) al realizar un estudio
quñniotaxonómico entre diferentes especies del género, entre ellas la £ minor, logran identificar
diversos derivados del ácido torméntico, que ya habian sido descritos previamente dentro de la
familia Rosaceae (Seto et aL, 1984; Shigenaga et aL, 1985; Gao et al., 1985; Stachnrski et aL,
1995).
Desde el punto de vista quimiosistemático, es interesante destacar que el patrón
triterpénico de £ mínor se asemeja al de especies como Sarcopoterium spinosum (=Poteriwn
spinosum), no siendo tanto así con especies que, bajo un criterio botánico, estan más
estrechamente relacionadas con ella, como es el caso de 5. officinalis. Nuevas investigaciones
quimiosistemáticas serán de ayuda vital para esclarecer la taxonomía de ambos géneros, y
establecer la posición botánica exacta de sus especies.
Aislamiento e identificación
Las complejas mezclas de saponinas presentes en las plantas, ofrecen a menudo
problemas en los procesos de aislamiento e identificación de las mismas. Por otro lado, existe el
inconveniente de la formación de “artefactos’, que puede acaecer en el momento del
aislamiento, durante la hidrólisis ácida que se lleva a cabo para dilucidar la estructura de la
genina, e incluso en el propio material vegetal intacto, debido especialmente a ataques
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fúngicos. Sin embargo, los procesos de hidrolisis ácidas son considerados como los
desencadenantes más comunes de formación de “artefbctos”, debido por ejemplo, a fenómenos
de lactonización (Romussi el aL, 1983).
En cuanto al aislamiento de saponinas, se suele emplear en la mayoría de los casos, una
combinación de métodos de extracción del material vegetal (generalmente con metanol o
etanol), partición, precipitación, y técnicas cromatográficas. Sucesivas separaciones se realizan
con los métodos habituales como la cromatografia en columna, o bien por técnicas más
modernas y eficaces, como la separación en contracorriente por goteo (DCCC), cromatografia
líquida de media presión (MPLC), y especialmente la cromatografla líquida de alta resolución
(HPLC).
Sin duda alguna, el desarrollo de técnicas de aislamiento y separación cada vez más
resolutivas, ha contribuido a aumentar el conocimiento sobre la química de saponmas
triterpénicas, y de productos naturales en general. En muchos casos, las técnicas cromatográficas
habituales que utilizan gel de sílice, han sido reemplazadas por técnicas que utilizan columnas
de polimeros altamente porosos, como amberlitas (Yoshikawa et aL, 1986, 1987), geles de
poliestireno (Iwamoto elaL, 1987), Diaion DA-120 (Kasai eta!., 1988),...
En cuanto a la elucidación estructural de saponinas, se han venido utilizando las técnicas
espectroscópicas habituales, encaminadas, no sólo a la determinación de estructuras
moleculares, sino también a resolver problemas estereoquimicos y confomiacionales. Así, cabe
citar, además de la determinación de datos fisicos, la espectroscopia UY/VIS, IR, EM, y en
especial la espectroscopia de resonancia magnética nuclear, tanto de protón ‘H-RMN, como de
carbono ‘3C-RIvIN (Patitucci el aL, 1995).
En la última década, se ha producido un espectacular avance en el desarrollo de nuevas
técnicas de RMN más sensibles y resolutivas, y que han ayudado en buena manera a la
elucidación estructural y conformacional de saponinas triterpénicas. Se trata de técnicas de
RMN bidimensionales, que complementan las asignaciones establecidas por las ‘H-RMN y
RMN clásicas. En este sentido, cabe destacar la espectroscopia de correlación ‘H-1H y de
correlación ‘3C-’H ,que han contribuido a establecer la estructura molecular de diferentes
saponinas aisladas de especies vegetales (Begley el aL, 1986; Fujioka a aL, 1987; Cordelí,
1991).
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En contraste con el rápido desarrollo de estas técnicas de RMN, existen pocas
referencias acerca del avance de otros métodos fisicos, como es la EM, de gran ayuda en la
elucidación estructural de saponinas triterpénicas.
Proniedades biológicas
La función de las saponinas en los vegetales ha sido siempre una cuestión muy discutida,
no llegándose en muchas ocasiones a una explicación satisfactoria y válida para el elevado
contenido presente en algunas especies (más del 30%).
Una de las hipótesis más aceptadas, es que las saponinas ejercen una función protectora
de la planta frente a ataques fúngicos, hipótesis que se ve reforzada por el hecho de que se
produce un aumento en el contenido en las mismas tras un ataque microbiano. De hecho,
numerosas saponinas aisladas de plantas, presentan un amplio espectro de actividad antibiótica
frente a bacterias y hongos (LevyaaL, 1986; Majester-Savornin eta!., 1991; Favel etaL, 1994),
así como efectos antivirales (De Clerq, 1987; Amoros a aL, 1988; De Tommasi et aL, 1991;
Hasegawa et al., 1994). En el mecanismo de acción, parece estar implicado la formación de
complejos con esteroles de la membrana plasmática, lo que aiitera la permeabilidad celular,
finalizando con la muerte de la célula (Quetin-Leclercq et aL, 1992).
Pero además de sus propiedades antifúngicas y hemolíticas, una extensa gama de
actividades biológicas han sido descritas en la bibliografia para las saponinas, y plantas ricas en
estos compuestos. Así, presentan marcada actividad antiinflamatoria y antiulcerosa (Wrzeciono
et aL, 1985; James & Pearce, 1988; Chemli a aL, 1990; Simon a aL, 1992; Recio a aL, 1995).
Las propiedades sedantes de muchas plantas medicinales han sido atribuidas a su contenido en
saponinas (Wagner et aL, 1983; Lei et aL, 1984), asi como efectos cardiovasculares,
espasmoliticos (Banerji et aL, 1985; Lee et aL, 1986), espermicidas (Pakrashi et aL, 1991), y
hepatoprotectores (Tamai et aL, 1989; Shukla et aL, 1992; Yen et aL, 1994).
Otro efecto a destacar de las saponinas son sus propiedades hipoglucemiantes,
propiedades que han sido descritas dentro del género Sanguisorba, y que son atribuidas
fundamentalmente a la presencia del ácido torméntico (Villar a aL, 1986; Ivorra et aL, 1988,
1989; ReheretaL, 1991c).
kcvtgión. bibfict~si’á/¡ca 33
ff13.- OTROS COMPUESTOS
Dentro de este apartado, se hace referencia a una serie de compuestos presentes
igualmente en la naturaleza, y que se ha creído conveniente investigar su presencia dentro de £
mínor magnoln.
Los azúcares y mucílagos son constituyentes normales del reino vegetal, pudiéndose
presentar en forma libre o combinados, generando los diferentes heterósidos. Los glúcidos
juegan un papel importante dentro del vegetal. Sirven como almacén de energía (almidón), así
como transporte de la misma (sacarosa, heterósidos,..j. Asimismo, pueden fonnar parte del
esqueleto celular, y actuar como un mecanismo de destoxificación de la planta.
Sin embargo, otras actividades biológicas han sido descritas también para los mucílagos
y polisacáridos (Franz, 1989). Presentan actividad protectora de la mucosa gástrica (Esquivel-
Herrera et aL, 1987; Sakurai et aL, 1996), y efectos hipoglucemiantes (Tomoda et al., 1987).
También se han reseñado efectos antitumorales e inmunomoduladores en polisacáridos aislados
de plantas (Sakagami et aL, 1987; Tubaro et aL, 1987; Oakovlev et aL, 1988; Tsukagoshi, 1988;
Ren ea’ aL, 1995). Dentro del género Sanguisorba, se ha demostrado la actividad anticoagulante
de glúcidos aislados de £ officinalis (Kim ea’ aL, 1993).
Los aminoácidos son metabolitos indispensables como elementos constitutivos de las
proteínas estructurales y enzimáticas, si bien pueden originar una gran variedad de metabolitos
secundarios: aminas, alcaloides, glucosinolatos,... Aunque se conocen cerca de 300 aminoácidos
naturales en los vegetales superiores, sólamente una veintena soh constituyentes normales de las
proteínas. La gran mayoría de estos compuestos pueden considerarse formando parte de los
metabolitos secundarios.
Su función en los vegetales se conoce peor que la de otros muchos compuestos, aunque
su incidenciay universalidad en la naturaleza indican que su formación no es debida únicamente
a errores metabólicos. Si las condiciones edáficas lo penniten, algunos vegetales pueden
acumular aminoácidos, localizados mayoritariamente en las semillas, lo que puede ser
considerado como una forma de almacenamiento de nitrógeno.
Parece ser que contribuyen al mantenimiento y supervivencia del vegetal, ya que
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presentan marcadas propiedades antifungicas y antihelminticas (Jiménez & Crews, 1990; Smith
et aL, 1995). Algunos de estos aminoácidos y derivados resultan ser igualmente tóxicos para el
hombre, como es el caso de las semillas de almortas, que provocan la afección conocida como
latirismo.
Sin embargo, otras propiedades biológicas se han descrito para aminoácidos no
constituyentes de proteínas. Así, compuestos de este tipo identificados en la cebolla (AlIñan
sativwn), se han mostrado como potentes inhibidores de la agregación plaquetaria in vitro
(Mútsch-Eckner ea’ aL, 1993). Parecen estar involucrados en la ruta metabólica del ácido
araquidónico, concretamente interfiriendo en la fonnación del leucotrieno B4 (Pairas ea’ aL,
1996). Las propiedades sedantes de la Valeriana son atribuidas en parte a su contenido en
aminoácidos (Santos ea’ aL, 1994).
Para completar esta revisión bibliográfica cabe hablar del aceite esencial, sobre el que
no se ha encontrado ninguna referencia dentro del género Sanguisorba, ó especies próximas a él.
Los aceites esenciales son mezclas complejas dc compuestos terpénicos volátiles, de
especial significación quiniiotaxonómica dentro del reino vegetal. Según la Comisión de la
“International Standard Organization”, los aceites esenciales son “productos obtenidos apartir de
materias primas naturales por arratre en corriente de vapor, por proceso mecánico, por
destilación seca, ó con separación de la fase acuosa por proceso fisico”.
Esta definición marca con claridad la diferencia existente, según su proceso de
obtención, entre los aceites esenciales y otros productos olorosos de la planta, cuya composición
química y propiedades farmacológicas son completamente distintas.
Con respecto a la función biológica de los terpenos, tradicionalmente se ha asignado a
estos compuestos el papel de protección a las plantas frente a la depredación de animales,
insectos y otros parásitos. De hecho, son numerosos los compuestos identificados en esencias,
con marcadas propiedades insecticidas y antimicrobianas (Zito & Tio, 1990; I-Lammerschmidt ea’
aL, 1993; Tirillini ea’ aL, 1996).
Otras propiedades biológicas han sido decritas para aceites esenciales de plantas, entre
las que cabe destacar su actividad antiinflamatoria, colerética y antiespasmódica (Paris el
Moyse, 1965; Trabace ea’ aL, 1992; Theron et aL, 1994; Peana ea’ aL, 1994; Miller ea’ aL, 1996;
Santos ea’ aL, 1997a, b).
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11.2.- AISLAMIENTO DE PRINCIPIOS ACTIVOS
1L2.L- TECNICAS CROMATOGR FICAS
El origen de la cromatografia se remonta a principios de siglo, cuando el químico ruso
Mikael Tswett observó que al pasar un extracto de plantas a través de una columna rellena de
carbonato cálcico, se separaban bandas coloreadas.
Fué 30 años más tarde, cuando realmente se descubrió la importancia de estas técnicas,
al investigar en el campo de los carotenoides. Desde entonces, se ha producido un desarrollo
espectacular de la cromatografla, constituyendo hoy en dia, la técnica más utilizada en el
fraccionamiento de productos naturales.
El concepto de cromatografla se relaciona básicamente con la distribución de un
compuesto entre dos fases, una de las cuales (fase móvil ó eluyente) se mueve con respecto a la
otra (fase estacionaria ó adsorbente). Los métodos cromatográficos son métodos fisico-quimicos
de separación de especies quñnicas, en los que éstas se distribuyen en forma molecular entre
estas dos fases no miscibles. Los diferentes tipos de cromatografia (líquida, gaseosa,...)
dependen de la naturaleza respectiva de ambas fases.
En este caso, tanto para los ensayos fitoquimicos generales, como para el aislamiento de
compuestos puros, se han utilizado técnicas de cromatografla gas-líquido (estudio del aceite
esencial), y técnicas de cromatografia líquida; esta última puede diferenciarse a su vez, según el
soporte donde se encuentra la fase estacionaria. Así, distinguimos la cromatografla en capa fina,
donde el soporte es una superficie píana, y la cromatografla en columna, donde la fase
estacionaria está contenida en una columna.
Por otra parte, la cromatografia líquida se puede dividir, atendiendo a la naturaleza del
fenómeno de distribución, en:
- gel-filtración o cromatografia de exclusión molecular
- adsorción (cromatografla en fase nonnal o liquido-sólido)
- partición (cromatografla líquido-líquido)
- intercambio iónico
- fase reversa
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De entre ellas, la cromatogralia de adsorción es con mucho la más utilizada en el
aislamiento de productos naturales, ya que engloba a distintas formas de cromatogratia en
columna y a la cromatografla en capa fina. Es la forma más antigua de cromatografla en la cual
se utiliza una fase estacionaria sólida, y una fase móvil líquida o gaseosa.
Esta técnica implica interacciones entre el adsorbente (generalmente sílice, y en menor
proporción alúmina) y las moléculas de soluto disueltas en un disolvente. El proceso puede
considerarse como una competición entre las moléculas de soluto y de eluyente, por adsorber
lugares sobre la superficie sólida. La separación se efectua en base a que las moléculas son
adsorbidas y separadas de forma diferente, según su estructura quimica. En el caso de utilizar
resinas de intercambio iónico, cabe la posibilidad de separar moléculas en función de su carga
eléctrica.
Los solutos son eluidos en orden creciente de polaridad, disminuyendo la retención
cuando se aumenta la polaridad del eluyente. Los valores del parámetro “fuerza elutrópica” son
útiles para ajustar la composición de la fase móvil, en orden a obtener la “fuerza del disolvente”
correcta para una separación particular. Por esta técnica pueden ser separados compuestos de
polaridad intermedia omoderada, siempre que haya un rango limitado de polaridad dentro de la
mezcla a separar.
En estas técnicas de cromatografia líquida, lo que se requiere es que la muestra sea
perfectamente soluble en la fase móvil líquida, aunque la elección de esta fase depende de varios
parámetros. En las cromatograflas de adsorción y partición, el papel más importante lo
desempeña la polaridad, pero también influyen la viscosidad y otras características que pueden
afectar al funcionamiento del detector (absorción UY, índice de refracción,...). En la
cromatografia de intercambio iónico son importantes la fuerza iónica y el pH, mientras que en la
cromatografia de exclusión, la consideración primordial es la solubilidad de la muestra en la fase
móvil, y el peso molecular de las moléculas a separar.
Sin embargo, de entre todas estas técnicas de cromatografia líquida, la Cromatografia
Líquida de Alta Resolución (“I-ligh Perfonnance Liquid Chromatography”), cuyas siglas
anglosajonas HPLC designan universalmente esta técnica, sea muy probablemente la que mayor
auge ha alcanzado en los últimos años. Las previsiones estadísticas demuestran que la técnica de
HPLC seguirá su crecimiento exponencial, al menos hasta finales de la presente década. Este
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aumento se ve reflejado además, en la bibliografia especializada, con referencias acerca de la
variedad y complejidad de muestras separadas, velocidad y optimización de las separaciones
logradas, diversidad de equipos instrumentales, etc..., lo que hace de la HPLC una técnica idónea
en el análisis cuali y cuantitativo de productos naturales (Hostettmann ea’ al., 1986, Hanijamali &
Mariyannis, 1987; Marston el aL, 1988; Schuster, 1988).
En los apanados siguientes, se trata con mayor detalle y extensión, de las técnicas de
cromatografla líquida utilizadas en la presente Memoria.
fi.2.1.1.- CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA
En 1958, Stahl demostró la amplia aplicabilidad de la cromatografia en capa fina (CCF),
técnica que habla sido conocida en principio, muchos años antes de su desarrollo.. En la
actualidad, la CCF ha alcanzado un éxito notable en la separación de mezclas de productos
naturales, quedando constituida como un método analítico de gran utilidad para este fin.
Además de su aplicación analítica, puede tener también fines preparativos, en cuyo caso
supone una técnica complementaria con otras utilizadas en el aislamiento de productos
naturales.
IL2.1.2.- CROMATOGRAFIA ENCOLUMNA
El avance de las técnicas de cromatografia en columna (CC) ha supuesto un paso
importante en la metodología de la cromatografla líquida preparativa, siendo empleada ya en
numerosos laboratorios (Leutert & Von Aix, 1984; Hwu elaL, 1987; Zogg el aL, 1989). Se trata
de técnicas sencillas y efectivas, con las que se consigue una máxima resolución en la
separacion.
De entre ellas, la “flash” cromatografla y la cromatografia líquida de media presión (en
su denominación anglosajona MPLC), son quizás las más utilizadas , ya que se trata de técnicas
de fácil manejo y bajo coste, presentando la ventaja del ahorro de tiempo y mayor proporción de
muestra separada (Hostettmann el aL, 1986).
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En ambos casos la muestra, perfectamente disuelta en la fase móvil, es introducida en la
columna por suparte superior. En la “flash” CC, el eluyente es impulsado por la presión ejercida
por un aireador, y con la ayuda de una bomba de pistónen el caso de la MPLC.
La “flash” cromatografia es la técnica de separación utilizada en los primeros estadios
del fraccionamiento de un extracto vegetal. Consiste en separar una mezcla compleja, en
función de volúmenes de eluyente de polaridad creciente. Como fase estacionaria se suele
utilizar silicagel de tamaño de partícula bastante grande, con un flujo de eluyente considerable
(alrededor de 10-20 ml/minuto).
La MPLC constituye quizás la técnica de CC con mejores resultados inmediatos. En esta
técnica, la resolución es mayor, ya que se emplean presiones más elevadas que en la “flash”
cromatografla, con objeto de conseguir velocidades de flujo adecuadas. Requiere la utilización
de un sistema de bombeo, que suele ser una bomba de émbolo, peristáltica, o simplemente aire
comprimido.
En el siguiente cuadro (tomado de Hostettman ea’ aL, 1986), esquematizamos las
condiciones de ambas técnicas de CC, “flash” cromatografia y MPLC, frente a la clásica CC
abierta.
~
~ ~
“‘‘‘“r
....x
:~><~~>r>
& ~=It
CC abierta 63-200 0 25 1 5 64
flash CC 40-63 0.75 100 1.6 9
MPLC 25-40 12 140 3.4 12
a~ño de partícula
bpresión
0velocidad de flujo
dresolución
eflempo
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1L2.1.3.- CROMATOGRAFÍA LÍOUTDA DEALTA RESOLUCIÓN LUflfl
La Cromatografla Líquida de Alta Resolución (HPLC) constituye hoy en día una de las
técnicas cromatográficas más útiles para la separación de mezclas complejas de sustancias
orgánicas. El abanico de compuestos que han sido separados con éxito por l-IPLC ha venido
aumentando a un ritmo vertiginoso durante la última década, teniendo también especial
incidencia en el campo de la química de productos naturales. Por otro lado, este incremento en
el alcance y versatilidad de la HPLC ha sido favorecido por una mejor disponibilidad en el
mercado de la instrumentación necesaria, y un perfeccionamiento en la efectividad y naturaleza
de las columnas.
Las múltiples aplicaciones de la HPLC son extensas, e incluyen el aislamiento de
productos naturales, de lo que queda constancia en diversas revisiones bibliográficas realizada&a
lo largo de las últimas décadas (Kingston, 1979; Hostettmann & Hostettmann, 1985).
Las ventajas de la HPLC frente a la cromatografla líquida en columna son numerosas.
Por un lado, en HPLC el proceso cromatográfico es sumamente rápido, pudiéndose resolver
mezclas muy complejas en pocos minutos. Igualmente, se puede lograr la resolución de
sustancias con un amplio margen de pesos moleculares. Asimismo, la HPLC permite la
separación de sustancias termolábiles.
En HPLC se dispone de diversos parametros a medir. Con objeto de simplificar esta
exposición únicamentese abordarán los parámetrosmás útiles a contrastar, a la hora de observar
un cromatograma (medida del número de moléculas detectadas-en ordenadas-frente al tiempo-
en abcisas-transcurrido desde la inyección).
Por un lado, se encuentra el tiempo de retención (tpj, que define el tiempo que tarda en
eluir (en realidad, el tiempo que tarda en llegar al detector) una molécula. Pero el tR tiene una
sene de limitaciones inherentes a su propia definición. Por un lado, solo puede emplearse como
parámetro cualitativo cuando se utiliza un sistema cromatográfico con unas condiciones
determinadas y constantes (velocidad de flujo, fases empleedas,-teniperatura, etc...). Cualquier
variación en alguno de estos parámetros hace que los tR obtenidos-no sean los mismos en un
análisis que en otro.
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Por otro lado, si la muestra a analizar es una mezcla de sustancias, puede que no exista
solapamiento entre ellas, es decir, resolución máxima; pero si hay solapamiento, será preciso,
además del tR de cada banda, definir la resolución de cada una de ellas, con la anterior y
posterior. Para ello, normalmente se procede a comparar el tR de cada sustancia con el valor de
tR de una serie de sustancias patrones, de las cuales se sospecha su presencia en la muestra
problema.
La pérdida de resolución significa pérdida potencial de separar al máximo una mezcla
compleja de moléculas, obteniendo picos cada vez más solapados. La resolución en HPLC
depende de tres factores.
Por un lado, la constante de capacidad de la columna (K’), que se define con el
siguiente parámetro, para los distintos períodos de trabajo de la columna:
K’= tR - te It0, donde ~,es el tiempo que tardaen emerger la fase móvil.
Si la retención continúa aparentemente igual, significa que en la columna no se han
deteriorado los mecanismos de captación competitiva, es decir, las fuerzas de adsorción,
partición, iónicaso la distribución de sus poros. Si la retención disminuye, los lugares activos de
la columna se encuentran ocupados por moléculas altamente retenidas. Es necesario realizar una
purificación, con objeto de desaturar la columna. Por el contrario, si la retención se incrementa,
es debido a un deterioro de la columna, que implica la aparición de otras fuerzas, además de las
propias de la columna.
La resolución del cromatograma también está en función de la selectividad y eficiencia
de la columna. El parámetro selectividad expresa la relación de las 1<’ de las dos fases. Una
pérdida de selectividad indica que la columna se comporta de distinto modo frente a un cambio
de condiciones, es decir, de fases, por lo que quedaría en duda su reversibilidad.
La eficiencia de la columna disminuye cuando la distribución de las partículas del
relleno pierde homogeneidad, debido a diversos factores: por el uso y el consiguiente ingreso de
partículas ajenas de solventes y muestras no filtradas, el empleo de fases móviles reactivas o con
oxigeno, humedad ambiental, etc...
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Con la incorporación de detectores cada vez más perfeccionados a la salida de la HPLC,
se llegó al análisis cuantitativo de las muetras. El amplio desarrollo observado en el campo de
los detectores, registradores e integradores, hacen que en la actualidad, la HPLC sea una técnica
de precisión superior a otras, como la cromatografla de gases o la electroforesis.
El pico cromatográlico representa una gaussiana., es decir, una distribución de moléculas
que eluyen a lo largo del tiempo. La cuantificación del pico conlíeva la evaluación del número
de moléculas de cada soluto (cada pico), y por tanto, la cantidad o concentración de la misma.
Para evaluar el número de moléculas, es necesario conocer el área del pico. Como no
siempre se dispone de un integrador capaz de evaluarla, y los picos cromatográficos son muy
agudos, en ocasiones se emplea la altura del pico como medida cuantitativa. Sin embargo,
aunque es el parámetro más cómodo y rápido de medir, la altura del pico, es decir, la distancia
lineal existente entre la línea base y el máximo de la gaussiana, seveafectado decisivamente por
la mejor ó peor resolución de un pico respecto a los vecinos. Además, es un parámetro válido
exclusivamente para picos simetricos
Por ello, el mejor método consiste en medir el área de la curva comprendida entre los
márgenes del pico y la linea base, lo que implica una resolución máxima en el cromatograma.
Actualmente, el modo más difundido de medir el área del pico es mediante un integrador
electrónico, acoplado a un aparato de registro. En equipos de HPLC tecnológicamente más
avanzados se dispone de un microordenador, con lo que la precisión de la técnica es máxima.
1L2.1.4.- CROMATOGRAFIA DE GASES
El empleo de una fase estacionaria líquida y una fase móvil gaseosa, fué pnmeramente
sugerido por Martin y Synge en 1941, y desarrollado años más tarde por James yMartin, para la
separación de ácidos grasos. En la actualidad, la cromatografla de gases (CG) es ampliamente
utilizada en todos los campos de la química analítica.
En la CG, la muestra ha de ser lo suficientemente volátil como para poder ser
transportada por la fase móvil gaseosa, lo que requiere, por lo general, una elevada temperatura
de la columna. En muchos casos, se hace necesario incrementar la volatilidad de los
compuestos, por medio de una derivatización eficiente.
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La fase estacionaria líquida está embebida de un materia] inerte, comunmente kieselgur
parcialmente fundido. Es esencial para el soporte inerte, un tamaño de partícula uniforme, que
debe ser lo más pequeño posible para lograr una superficie amplia, pero lo suficientemente
grande para permitir el relleno uniforme de la columna.
La elección de la fase estacionaria está condicionada por la temperatura a la que la
columna ha de operar, y la naturaleza del material que se va a fraccionar. Esta temperatura de
operación de la columna es fundamental. En los equipos más modernos, disponibles a nivel
comercial, la temperatura puede ser programada, de manera que aumenta a medida que avanza
la cromatografia. Esto tiene la ventaja de que pueden obtenerse con una sola operación buenas
separaciones de mezclas de compuestos con propiedades muy diferentes.
En lo que se refiere a otros componentes del cromatograma, la fase móvil es un gas
inerte, siendo los más empleados, hidrógeno, nitrógeno, helio y argón. La velocidad de flujo del
gas es un factor importante. Un flujo demasiado elevado es causa de separaciones incompletas,
mientras que si es demasiado lento, dará altos tiempos de retención y máximos difusos. Una
velocidad de flujo tipica es entre 10 y 50 ml/minuto.
Por medio de un dispositivo de inyección apropiado, la muestra a analizar se introduce
en la parte superior de la columna, y debe volatilizarse en el mismo momento que entra en
contacto con la fase estacionaria. El gas que fluye de la columna es analizado por el sistema
detector, que generalmente es de tipo diferencial: ionización de llama, ionización de argón,
captura de electrones, etc...
Para contribuir a la identificación de los componentes de la mezcla, se utilizan sustancias
patrones de referencia. El método clásico consiste en la comparación del tiempo retención de
cada componente con las retenciones de los patrones, realizado en idénticas condiciones. En la
práctica, el dato de retención más útil es la retención relativa:
= VN/VN. = TPJTL
donde, i se refiere al compuesto problema, s a la sustancia patrón, VN es el volumen de retención
absoluto, y TRes el tiempo de retención ajustado.
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Laretención relativa de un compuesto es independiente de la longitud de la columna, del
caudal del gas portador, y de la cantidad de fase estacionaria, dependiendo solamente de la
temperatura y de la naturaleza de la fase estacionaria ((lascó, 1969).
11.3.- MÉTODOS DE ANÁLISIS ESTRUCTURAL
La espectroscopia constituye una poderosa herramienta para la determinación precisa de
estructuras moleculares. Se trata de un proceso experimental en el que se miden las diferencias
de energía entre los estados pennitidos de un sistema, al determinar las frecuencias de la luz
absorbida. En realidad, mide la cantidad de radiación que absorbe una sustancia a diferentes
longitudes de onda.
Las moléculas y todas sus partes, se encuentran en constante movimiento: dan vueltas,
sus enlaces vibran, e incluso los electrones se mueven. La molécula puede existir solamente en
diferentes estados (estados cuantizados), que corresponden a contenidos discretos de energía. La
diferencia de energía entre estados cuánticos correspondientes, depende del tipo de movimiento
de que se trate.
La longitud de onda requerida para llevar a cabo una transición determinada, es diferente
para los distintos tipos de movimiento. Es decir, que cada tipo de movimiento corresponde a la
absorción de luz en una parte diferente del espectro electromagnético Debido a que las
longitudes de onda que se requieren son tan diferentes, es necesario una instrumentación distinta
para cada región del espectro.
Las técnicas espectroscópicas (infrarrojo, masas, Uy/VIS,...) son ampliamente utilizadas
para la identificación de compuestos aislados de extractos vegetales, aportándo infonnación
importante acercade suestructura molecular.
En este caso, se han utilizado dos técnicas, a cuya instrumentación se tenía un acceso
más disponible, y que han permitido un acercamiento considerable a la estructura de las
moléculas aisladas. Por esta razón, sólo se abordará el estudio de estas dos técnicas
espectroscópicas utilizadas: la espectroscopia de resonancia magnética nuclear, tanto de protón
como de carbono, y la espectroscopia infrarroja
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112.1.- ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) ha adquirido importancia en
el campo de la quimica a partir de la década de los 50, aunque en este periodo de tiempo
relativamente corto, se ha convertido en uno de los más importantes métodos espectroscópicos
utilizados.
Esta técnica difiere de otras técnicas espectroscópicas, en que los estados que se
examinan tienen energías diferentes en un campo magnético. Es decir, que las moléculas se
colocan en un campomagnetico potente para crear una diferencia de energías entre dos estados,
que se detecta por absorción de luz de energía apropiada. En ausencia del campo magnético,
todos estos estados diferentes tienen casi la misma energia.
El movimiento relacionado con la espectroscopia de RMN es el de “spin nuclear”. Los
núcleos de muchos átomos se comportan como si giraran en tomo a un eje. Puesto que están
cargados positivamente, dichos núcleos deben obedecer las leyes fisicas de las partículas
cargadas en rotación. Una carga en movimiento, positiva o negativa, está asociada a un campo
magnético. En consecuencia, los núcleos en rotación se comportan como pequeñas barras
magnéticas, es decir, dichos núcleos tienen asociados sus momentos magnéticos respectivos.
En ausencia de campos magnéticos, estos momentos se orientan al azar, pero poseen la
propiedad de cuantización, de que bajo la acción de un campo magnético, sólo están permitidas
ciertas orientaciones. El spin nuclear sólo puede tener dos valores: +1/2 ó -1/2. Cuando cienos
núcleos como el de ‘H ó ‘3C se colocan en un campo magnético, sus momentos magnéticos
tienden a orientarse con el campo (correspondiente al spin a (+1/2) de energía inferior), o en
contra de él (spin ¡3 (-1/2) de energía superior).
Un imán alineado en contra de un campo magnético, poseeun estado de energía superior
al que se encuentra alineado con el mismo. Para los núcleos ‘U y ‘3C, el estado de spin 13 (contra
el campo) corresponde a un estado de energía más alto que el asociado al estado spin a. Si el
sistema se irradia con luz de fecuencia o longitud de onda adecuada, un núcleo con el spin a
puede absorber un cuanto de luz y convenirse en un estado de 5pm ¡3 de energía superior,
proceso que se describe como “inversión de spin”.
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Un espectrómetro de resonancia magnética nuclear se describe esquemáticamente, como
una muestra situada entre los polos de un imán. El campo magnético origina los dos estados de
energía (correspondientes a los diferentes núcleos de la muestra). La muestra se irradia con
ondas de radio, se fija la frecuencia, y se varia el campo magnético. A medida que el campo de
cada tipo de núcleo alcanza el valor de resonancia, se absorbe la energía de las ondas de radio a
medida que los espines nucleares “se invierten”, y esta absorción se mide y registra en un
gráfico. También se puede (y asi se suele hacer en la práctica) fijar el campo magnético, y variar
la frecuencia, cuyas diferencias se pueden medir más fácilmente que las diferencias de
intensidad de campo.
En la práctica no se miden valores absolutos, sino que se comparan diferencias respecto
a un estándar, generalmente tetrametilsilano (TMS). La unidad de medida utilizada es d (partes
por millón, ppm), y representa un desplazamiento quimico a campo más bajo (frecuencias más
altas) que el TMS. Por desplazamiento químico se conoce los cambios que se producen en la
absorción, debidos al apantallamiento diamagnético. Los núcleos situados en diferentes entomos
electrónicos (otros protones o número y naturaleza de los sustituyentes en el caso de la ‘3C-
RMN), experimentan diferentes grados de apantallamiento; experimentan un campo magnético
inferior al que se aplica externamente, dando lugar a que la absorción de resonancia tenga lugar
a frecuencias distintas.
La ‘H-RMN revela el número de entomos diferentes que rodean a los protones, y el
número relativo de protones que compone cada grupo, mientras que ‘3C-RMN permite ver los
carbonos. La diferencia fundamental es que en ‘H-RMN, el isótopo ‘U es el más abundante,
pero para la ‘3C-RMN, el isótopo ‘3C sólo representa el 1%. El más abundante es el ‘2C que no
posee espin nuclear. Esto hace que en el caso de la ‘3C-RMN se requiera más cantidad de
muestra que en la de ‘H-RMN. Sin embargo, tiene la ventaja de que al ser dificil que existan dos
13C adyacentes en una misma molécula, no se producen acoplamientos espin-espin como ocurre
en la ‘H-RMN, lo que simplifica la interpretación del espectro. Los acoplamientos espin-espin
producen ‘ de señales”, hacen que cada resonancia aparezca como un doblete, triplete,
etc... La distancia entre dos sefiales en un multiplete, se llama constante de acoplamiento. Se
designa como J, y viene expresada en Hz. También aporta información estructural.
(Streitwieser,1987).
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11.3.2.- ESPECTROSCOPIA INFRARROJA
La espectroscopia infrarroja (IR), aplicada a la identificación de productos naturales, es a
menudo utilizada junto con otras técnicas espectrales y fisicas.
Los átomos de una molécula no mantienen posiciones fijas unos con respecto a otros,
sino que realmente “vibran” hacia atrás yhacia delante un valor que se aproxima al promedio de
la distancia interatómica. Este movimiento de vibración está cuantizado.
A temperatura ambiente, la mayoría de las moléculas se encuentran en un estado de
vibración más bajo. La absorción de luz de energía apropiada, permite a la molécula “excitarse”
a un segundo nivel de vibración, donde la amplitud es mayor. En general, esta absorción de un
cuanto de luz IR puede ocurrir solamente si el momento dipolar de la molécula es diferente en
los dos niveles de vibración. Un cambio en el estado de vibración molecular de estas
características, se denomina “activo en el IR”. Cuanto mayor es el cambio en el momento
dipolar, más intensaes la absorción.
Por definición, la región del espectro IR se divide en tres partes: el IR próximo
(frecuencias comprendidas entre 12820-3333 cnt’), el IR medio (3333-333 cm%, y el IR lejano
(333-33 cnt’).
En la zona del espectro comprendida entre 400 y 1800 cm1 (IR medio), aparecen las
bandas características de casi todos los grupos funcionales, siendo ésta región útil para la
elucidación de estructuras moleculares. Normalmente, el espectro IR de una molécula es muy
complejo, por lo que se utiliza la presencia o ausencia de una banda de absorción en una región
determinada, como diagnóstico de la presencia o ausencia de un grupo funcional determinado,
correspondiente a dicha banda.
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III.- ASPECTOS FARMACOLOGICOS
111.1.- APARATO DIGESTIVO
El sistema digestivo tiene como función en el organismo, proporcionar las sustancias
nutritivas, aguay electrólitos necesanos para su normal fúncionamiento. Las distintas partes que
lo constituyen, tienen una estructura y características adecuadas para cumplir con esta misión:
desde la ingestión de alimentos con los procesos de masticación y deglución, el transporte del
bolo alimenticio por el esóÑgo hasta el estómago, donde se almacena y se mezcla con las
secrecciones gástricas bastaconstituir el quimo, la digestión y posterior absoreión de las distintas
sustancias, sobre todo en intestino delgado, y la formación de materias fecales y su
almacenamiento en intestino grueso hasta su evacuación.
Todas estas funciones anteriormente esquematizadas, están reguladas de una forma muy
compleja por una serle de mecanismos que interactuan entre si. La inervación por el sistema
nervioso autónomo (tanto simpático como parasimpático) presenta unas características
especiales, que lo distinguen de la regulaciónde otros órganos (Flórez, 1992), y son:
- presencia de un sistema nervioso entérico virtualmente independiente del control nervioso
central
- existencia de un gran número de neuronas intrínsecas
- diversidad de tipos neuronales y neurotransmisores que intervienen
- frecuencia conque una misma neurona tiene dos o más cotransmisores
Si se considera de forma esquemática la estructura de la pared del tubo digestivo, se
pueden apreciar de fieraa dentro, las siguientes capas:
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- serosa
- capa muscular longitudin*I
- plexo mientérico
- capamuscular circular
- plexo submucoso
- muscular mucosa
- mucosa
Las neuronas intrínsecas se encuentran distribuidas en el plexo submucoso y en el plexo
mientérico. Las neuronas mientéricas inervan el músculo circular y el longitudinal, y también en
parte el plexo submucoso. Las neuronas submucosas inervan la capa muscular mucosa, y las
células glandulares de la mucosa. El plexo mientérico regula principalmente los movimientos
gastrointestinales, mientras que el submucoso regula la secrección y el flujo snguineo, y tiene
funciones sensoriales (mecano, quimio y terinorreceptores). Todos estos elementos efectores
operan coordinadamente en forma de patrones estereotipados reflejos, originando cambios en la
secrección, contracción, absorción y el flujo sanguíneo.
a—
Respuestas a la estimulación del sistema nervioso simpático y parasimpático:
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~Estómago,3
Motilidad y Tono Dismmucion + Aumento +++
Esfinteres Contracción + Relajación +
Secreción ulación +++
bitcstiño
Motilidad y Tono Disminución + Aumento +++
Esfinteres Contracción Relajación +
Secreción Inhibición timulación
v
vunau¡s.s salivares
Estimulación K~ y H20 + Estimulación K
4 y H
20 +-i*
Secreción amilasa+
Los neurotransmisores implicados en las funciones gastromtestinales son acetilcolina y
noradrenalina, pero además intervienen otras sustancias:
- 5-Hidroxitriptamina (5-HT): ejerce múltiples acciones al actuar sobre distintos tipos de
receptores 5-HT
- Histamina: actua sobre receptores 1-12, estimulando la producción de jugo gástrico
- Neuropéptidos:
- Sustancia P, produce estimulación motora y secretora
- Péptido Intestinal Vasoactivo (VII>), relajante
- Bombesina, contractora
- Péptidos opioides: dinorfma, met-encefalina y leu-encefalina (contractores)
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Otras sustancias implicadas en las funciones gastrointestinales son las hormonas de
naturaleza peptidica, que actuan como mediadores locales:
- Péptido Y (inhibidor)
- Péptido inhibidor gástrico
- Colecistociina (contractor)
- Somatostatina (inhibidor)
- Secretina (inhibidor)
- Neurotensina (inhibidor)
- Gastrina (estimulador)
Las prostaglandinas sintetizadas por la mucosa ven incrementada su producción en caso
de agresión. Tienen una función protectora, incrementando la producción de moco y
bicarbonato. A concentraciones más altas, inhiben la secreción de ácido clorhídrico y pepsina.
En la actividad gastrointestinal se puedendistinguir dos funciones principales:
- fUnciónmotora
- fUnción secretora
FUNCIÓNMOTORA
Dos son los tipos de movimientos del tubo digestivo: de mezcla y propulsores
(principalmente peristaltismo). Los alimentos deglutidos, tras pasar por faringe y esófago, llegan
al estómago a través del esfinter gastrocsofágico, que se relaja para permitir su paso cuando una
onda peristáltica de deglución sigue hacia abajo a lo largo del esófago. En condiciones normales,
este eslinter se encuentra en contraccióntónica para evitar el reflujo del contenido gástrico.
En el estómago se almacenan los alimentos, se mezclan con la secrección gástrica hasta
obtener el quimo, y éste es impulsado hacia cl intestino delgado. El peristaltismo del estómago
tiene como finalidad fundamental mezclar los alimentos, aunque también tiene carácter
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propulsor. El tono del estómago se reduce por reflejo vagal ante la llegada de alimento,
permitiendo que las paredes se adapten a un mayor volumen
En el vaciamiento gástrico tiene un papel importante el esfinter pilórico, nonnalmente
cerrado. Permite el paso del quimo, forzado por una onda peristáltica antrai, más fuerte que las
ondas ordinarias. Los factores que intervienen en el vaciamiento (aumentándolo) son, por un
lado señales nerviosas de distensión del propio estómago, y la hormona gastrmna, liberada por la
mucosa del antro. También intervienen factores duodenales: el reflejo enterogástrico, y la
liberación de hormonas (PR), colecistocinina, secretina, ...). En ambos casos, producen
inhibición del vaciamiento cuando hay exceso de quimo en duodeno, o éste resulta irritante por
su excesiva acidez, contenido en grasa o proteínas, etc...
En el intestino delgado también se producen contracciones de mezclado y de
propulsión. Las ondas peristálticas son más rápidas en el duodeno, y van disminuyendo en
yeyuno e íleon. Aumentan por la presencia de quimo en duodeno, y por el reflejo gastroentérico
que aumenta la motilidad y también la secreción. Estas ondas peristálticas también producen la
dispersión del quimo por la mucosa intestinal, además de su progresión hasta la válvula
ileocecal. Esta válvula impide el paso retrógrado de materias desde el colon hacia el íleon. El
quimo que se acumula al llegar a esta válvula, es impulsado cuando se intensifica el
peristaltismo en el íleon por un reflejo gastroileal, que se produce cuando la persona toma
nuevos alimentos. La hormona gastrina tiene acción relajante directamente sobre el esfinter
ileocecal, favoreciendo el vaciamiento. Por otro lado, la distensión en el ciego, así como la
presencia de sustancias irritantes, retrasa este vaciamiento.
Las funciones del intestino grueso son la absorción de agua y electrolítos del quimo,y el
almacenamiento de materias fecales hasta su expulsión Los movimientos son más lentos que en
el intestino delgado, pero también son de tipo mezclador (haustros) y de propulsión
(movimientos en masa). La aparición de estos movimientos depende de los reflejos gastrocólico
y duodenocólico (distensión de estómago y duodeno). También se produce por irritación o
distensión del colon. La defecación produce vaciamiento del contenido rectal por reflejos de
defecación: reflejo intrínseco del propio colon, y reflejo parasimpático.
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FUNCIONES SECRETORAS
Las glándulas presentes en el tubo digestivo producen ácido, enzñnas digestivos o moco
(que protege las mucosas). La estimulación de estas glándulas se produce por la presencia de
alimento, estimulo nervioso (parasimpático), presencia de varias hormonas gastrointestinales, y
la histamina (receptores 1-12). También intervienen las prostaglandinas.
Secreción de saliva
Está formada por ptialina (ct-amilasa), mucina (lubricante), y es rica en iones potasio. Se
produce un volumen aproximado de 1 litro/día. Su pH oscila entre 6 y 7.4. Está regulada por
mecanismos nerviosos.
Secreción gástrica
La mucosa gástrica tiene dos tipos de glándulas:
- las oxínticas o gástricas, que secretan ácido clorhídrico, pepsinógeno, factor intrínseco y moco
- las pilóricas, que secretan fundamentalmente moco, pero también cierta cantidad de
pepsinógenoy gastrma
La secreción gástrica está regulada por mecanismos nerviosos y hormonales (gastrina).
El estimulo vagal produce un aumento de la secreción de las glándulas gástricas, pero también
produce liberación de gastrmna, que a su vez aumenta la producción de jugo gástrico ácido. Esta
hormona se libera también ante lapresencia de alimentos.
Hay una inhibición de la secreción gástrica ácida por retroalimentación, cuando el pH
disminuye por debajo de 2. También se produce inhibición por factores intestinales (por
distensión del intestino o presencia de determinados productos). Esta secreción supone un
volumen de aproximadamente 1.5 litros /dia, y su pH oscila entre 1 y 3.5.
Secreciones dcl intestino delgado
En el duodeno se produce el vaciamiento de los jugos pancreáticos (enzimas digestivos,
agua y bicarbonato), y biliares. En esta zona se producen grandes cantidades de moco, para
proteger la mucosa. Repartidas por toda la superficie del intestino delgado, se encuentran las
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criptas de Lieberkuhn, donde se elaboran las secreciones intestinales (1.8 litros/dIa, líquido
acuoso con un pH de 7.5-8), que Ñciitan la absorción de sustancias desde el quimo. También
aparecen enzimas digestivos en la secreción. La regulación se produce por estímulos locales
(presencia de quimo en el intestino), y hormonales, así como estímulo vagal.
Secreciones del intestino grueso
La mayor parte consiste en moco, que contiene grandes cantidades de bicarbonato. Está
regulada por estimulación táctil directa de las células mucosas, y por estímulos parasimpáticos.
En casos de irritación en la zona, se produce la secreción de agua y electrólitos.
FISIOPATOLOGÍA Y FARMACOLOGIA
Dentro de la amplia variedad de patologías gastrointestinales, destaca la úlcera péptica
como una de las de mayor importancia Básicamente se describe como una erosión de la mucosa
producida por la secreción del jugo gástrico. Las zonas donde aparece con más fecuencia, son el
principio del duodeno, y en el estómago.
La causa de su aparición está en un desequilibrio entre los agentes protectores y la
secreción de ácido, bien por un aumento de la producción de este último, o por una disminución
de los mecanismos de defensa contra él. En las úlceras duodenales, se ha observado un
incremento de la secreción ácida, mientras que en las gástricas esta producción es nonnal,
asociándose su aparición a una disminución de resistencia de la mucosa.
Aunque se desconoce la etiopatologia de la úlcera, se sabe que determinados factores
tienen influencia en su aparición:
- factores genéticos hereditarios (Boyd & Wormsley, 1987; (Mise, 1990)
- factores psíquicos, como la ansiedad y el estres (Mertz & Walsh, 1991; Schindler &
Ramchandani, 1991)
- factores ambientales: dieta, tabaco, alcohol,... (Hoyd & Wormsley, 1987; Glise, 1990)
- factores farmacológicos empleo de antiinflamatorios no esteroidicos (AINEs), cuyo efecto es
doble por acción directa sobre la mucosa (Boyd & Wormsley, 1987; Lozano, 1988;
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Schíessel et aL, 1990; Szabo & Golberg, 1990), e inhibiendo la síntesis de prostaglandinas
(Rodes & Pique, 1991). Los corticosteroides también inducen la formación de úlceras.
Otro hecho a destacar, es el papel del Helycobacter pylor¡ como agente etiológico de
esta enfennedad, cuestión muy estudiada en los últimos tiempos, y que aunque parece cada vez
más evidente, no está del todo aclarada(Clearfield, 1991; Collins, 1992).
De acuerdo con lo anteriormente expuesto, el tratamiento farmacológico estáorientado a
la utilización de protectores o estimulantes de la protección de la mucosa (prostaglanduias
misoprostol, sales de bismuto, sucralfato); sustancias neutralizantes: antiacídos (sales de
aluminio y magnesio fundamentalmente), o fármacos inhibidores de la secreción ácida:
- antihistamínicos 112: cimetidina, ranitidina, famotidina,...
- inhibidores de la HtKi ATP-asa: omeprazol, lansoprazol,...
- anticolinérgicos (pirenzepina), hoy en día ya en desuso
Para evitar recaídas se emplean tratamientos de mantenimiento con antihistamínicos H2.
La terapia de erradicación del Ilelicobacter pylori asocia antibióticos (amoxicilina,
claritromicina, metronidazol + tetraciclina), con antiulcerosos (sales de bismuto, omeprazol).
La alta participación de la gastrina en la actividad gástrica, ha motivado la búsqueda de
sustancias inhibidoras de esta hormona, aunque no se utilicen en terapéutica en la actualidad
(Ishizakietal., 1971).
TRASTORNOS DE LA MOTILIDAD
Los trastornos del peristaltismo son fundamentalmente hipermotiuidad e hipomotilidad.
En el primer caso, en el estómago se produce un aumento del vaciamiento, pudiendo existir
dolor cólico. También se pueden producir espasmos. Si el tono está disminuido, ocurre lo
contrario, pudiendo incluso llegar a paralizarse.
A nivel intestinal, el resultado del hiper o hipoperistaltismo (junto a alteraciones de la
secreción y reabsorción), se traduce en diarrea o estreñimiento. Los fármacos que tienen acción a
este nivel son:
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- antiespasmódicos: fundamentalmente anticolinérgicos (atropina, escopolamñia, butil y
metilescopolamina. y sus derivados sintéticos). También se utilizan en menor medida,
sustancias con acción directa sobre el músculo liso, como la papaverina y mebeverina
(musculotrópos).
- procinéticos o estimulantes de la motilidad: ortropramidas (cleboprida, metoclopramida..). Su
acción obedece a un mecamsmo complicado no bien conocido, aunque parece que tienen acción
colinérgica directa. Algunos tienen también acción antiemética, por bloqueo de receptores
dopaminérgicos. Estas sustancias se usan mucho también, en caso de reflujo gastroesofágico.
Estreñimiento
Cuando el tránsito de materias fecales por el intestino grueso es lento, se produce una
disminución del número de deposiciones y una mayor dureza de las heces, al haber una mayor
reabsorción de agua. El tratamiento consiste en el uso de sustancias estimulantes directas del
peristaltismo, emolientes, lubricantes, osmóticos, o incrementadores del bolo intestinal.
Diarrea
Es la emisión de heces fluidas, generalmente unido a un aumento del número de
deposiciones. En la actualidad el objetivo primario del tratamiento consiste en restablecer la
secreción y reabsorción normales, dejando en segundo lugar el uso de sustancias que deprimen
la motilidad intestinal. Cuando su aparición se asocia a un origen bacteriano, se pueden utilizar
también antibióticos.
Entre los primeros cabe destacar el uso de sustancias modificadoras del transporte
electrolítico (sulfasalazina). También se usan en casos graves, glucocorticoides.
Como inhibidores de la motilidad, se emplean opiáceos como codeina, loperamida y
difenoxilato, y también anticolinérgicos.
(3
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Otro trastorno general del aparato digestivo es el vómito. Se trata de un proceso
complejo que surge como respuesta a estímulos variados: distensión o irritación del estómago,
acción de ciertas medicaciones (quimioterapia), mareo cinético, etc... intervienen receptores
colinérgicos, de histamina, de dopamina, y de serotonina. El tratamiento varia con la naturaleza
del vómito. De uso general son las fenotiazinas y ortropramidas. También se usan
anticolinérgicos, antihistamínicos H~, antagonistas de serotonina, etc...
111.2.- HIPOGLUCEMIA
Los antidiabéticos orales, también llamados hipoglucemiantes orales, constituyen un
grupo bien delimitado de medicamentos que tienen una indicación precisa, el tratamiento por
vía oral de algunas formas de diabetes (no insulino-dependientes).
Sin embargo, este objetivo solo se ha logrado en parte, ya que a pesar de los avances
alcanzados, continúa sin descubrirse el fármaco que pueda sustituira la insulina.
La insulina es una hormona secretada por el páncreas que, junto con el glucagón y otros
factores biológicos, regula el metabolismo hidrocarbonado delorganismo, interviniendo también
en la metabolización de los restantes principios inmediatos. La cantidad de glucosa en sangre
está regulada por dos hormonas, insulina y glucagón, con efectos opuestos entre si. Estas
hormonas son secretadas por el páncreas (que tiene esta función, además de sus funciones
digestivas).
A grandes rasgos, la insulina produce la captación de glucosa por las células, para su
inmediata utilización o su almacenamiento en forma de glucógeno. Esto ocurre especialmente
en higado, tejido muscular y tejido graso. También interviene en el metabolismo de las grasas y
protemas. Además de la concentración de glucosa en sangre, hay otros factores que intervienen
en la secreción de insulina:
- Aminoácidos: casi todos tienen un efecto estimulador, pero sobre todo la alanina. Cuando
existe normoglucemia, la administración de aminoácidos no afecta apenas a la secreción de
insulina, pero si hay hipergiucemia, la secreción de esta hormona puede duplicarse
- Hormonas gastrointestinales: producen un aumento de la secreción insulinica
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El descubrimiento de la insulina y sus acciones terapéuticas, ha constituido una base
fundamental para el tratamiento de la diabetes (Steiner et aL, 1968). Se considera como meta de
la terapéutica insulínica, el conseguir la normoglucemia en el organismo de forma permanente.
Sin embargo, aún no se ha conseguido este ideal, limitándose el tratamiento a la supresiónde los
sintomas diabéticos durante los píazos más prolongados posibles.
La búsqueda de nuevos hipoglucemiantes orales se fienó con el descubrimiento de la
insulina, ya que al ser la carencia de esta hormona la causa de la diabetes, se pensó en una
terapéutica de suplencia capaz de normalizar el metabolismo glucosidicoalterado.
Sin embargo, el empleo de medicamentos para disminuir las cifras elevadas de glucemia
es anterior al descubrimiento y uso de la insulina, cobrando mayor auge con la introducción de
las sulfonilureas como fármacos antidiabéticos; también se utilizan aunque en menor medida las
biguanidas.
El impacto producido en clínica por los hipoglucemiantes orales, ha sido realmente
espectacular durante las últimas décadas. En poco más de 10 años, se han convertido en
medicamentos de uso general, y en la actualidad millones de diabéticos se han visto liberados de
la necesidad de la inyección diana de msulína. Indudablemente, este tipo de medicación facilita
el mantenimiento de la normoglucemia, al menos de una forma relativa, y con ello la mejoría
clínica del diabetico. El éxito obtenido con estas sustancias, ha estimulado la búsqueda de
nuevas estructuras químicas con actividad hipoglucemiante, así como de nuevas vías
terapéuticas, como el control de las absorción intestinal de glucosa con diferentes productos
(acarbosa).
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1.- PREPARACIÓN DEL MATERIAL VEGETAL
1.1- RECOLECCIÓN
La especie objeto de estudio de esta Memoria, Sanguisorba minor (Scop.) ssp. mag-
noliz Spach.. fié recolectada durante los meses de Abril-Mayo de 1987-1989, periodo de
máxima floración, en la finca Vista Alegre, perteneciente al municipio de Retamoso, en la
provincia de Toledo, así como en el término de Rozas de Puerto Real (Madrid).
Un pliego testigo de este taxon fié depositado en el Herbario del Departamento de
Botánica, de la Facultad de Farmacia, Universidad Complutense de Madrid (MAF nÓ 126754).
1.2.- DESECACIÓN
Para evitar cualquier tipo de alteración que pudiera afectar a la composición de la planta,
la droga fié convenientemente desecada en estuft a una temperatura de 40~45o(2, durante
aproximadamente media hora.
A continuación, se procedió a separar los tallos y hojas del resto del material vegetal,
parte de la planta con la cual se van a realizar las investigaciones, al ser éstas las utilizadas a
nivel popular.
1.3.- MOLTURACIÓN
Una vez desecado el material vegetal, se procede a su molturación en molino de martillo
(Royal Triumph), hasta tamaño de partícula adecuado.
El material así pulverizado, se almacena adecuadamente en un lugar desprovisto de
humedad y luz directa, hasta su posterior utilización.
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II.— ESTUDIO HISTOLÓGICO
El hecho de que las diferentes sub-especies de 5. mínor sean de dificil diferenciación,
obliga a comenzar estas investigaciones con un estudio histológico, que sirva para facilitar la
clasificación de la 5. mínor inagnolil. Estos datos podrán ser el punto de partida de un estudio
histológico comparativo a realizar con las otras sub-especies, que bien podría facilitar la
diferenciación de estos táxones.
Se analizan hojas y tallos, por ser la parte aérea la que se utiliza popularmente, y el fruto,
por ser el que permite la diferenciación macroscópica de las sub-especies.
11.1.- PREPARACIÓN DE LOS CORTES
Se parte de planta fresca (estudio de hojas y tallos), y también planta desecada (tallos y
frutos). En este último caso, hubo que proceder a su ablandamiento, por inmersión en agua fría
durante 24 horas, o porcalentamiento durante 30 minutos.
Los cortes se realizaron usandoun microtomo de mano.
11.2.- REACTIVOS
Reactivos de aclarado
Se utilizaron para facilitar la observación de los diferentes órganos y tejidos, por
disolución de las materias colorantes naturales:
- Hidrato de cloral en soluciones acuosas concentradas (Trease & Evans, 1986)
- Hipoclorito potásico o sódico en solución acuosa(Cabo Torres & Pardo Garcia, 1958)
- Mezcla aclarante formada por hidrato de cloral/glicerina/agua (5:3:2) (Cabo Torres & Pardo
Garcia, 1958)
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Reactivos de tinción
Facilitan el estudio de detenninados tejidos o contenidos celulares, utilizando sustancias
selectivas para cada caso:
- Floroglucina clorhídrica al 1%: tille las paredes de las células lignificadas de color rojo carmín
(Stahl, 1973)
- Cloroyoduro de zinc: tille las paredes celulósicas de azul violeta, y las lignificadas de amarillo
(Stahl, 1973)
- Sudan 111: tille grasas y aceites esenciales de color rojo-anaranjado. Los tejidos cutinizados y
suberificados, al ser de naturaleza grasa, también se tiñen del mismo color (Trease & Evans,
1986)
- Lugol: el almidón toma color azul oscuro (Benigno Román, 1971)
- Eosina acuosa: los cristales de aleurona se tillen de color rojo (Benigno Román, 1971)
- Azul de metileno: todas las células se tillen de azul,excepto las cutinizadas (Cutler, 1978)
- Rojo de rutenio: las gomas y mucílagos se tiñen de color rosa (Cutler, 1978)
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III.- ESTUDIO FARMACOLÓGICO
La identificación de nuevos principios activos naturales o sintéticos, o la búsqueda de
otros efectos en productos ya existentes, determina la conveniencia de realizar un número
importante yvariado de pruebas biológicas en el laboratorio.
El estudio farmacológico experimental llevado a cabo con £ minor magnoliz, está
basado en corroborar las propiedades terapéuticas que se le atribuyen en medicina popular. En
primer lugar, se han utilizado técnicas in vivo encargadas de evaluar su actividad sobre el
aparato digestivo, técnicas que básicamente quedan desglosadas en:
- sialorrea
- úlcera
- secreción gástrica
- tránsito intcsnnal
- constantes metabólicas
Además de estos ensayos en animal entero encaminados a validar los usos populares de
nuestra planta, se han realizado ensayos iii vítro, utilizando órgano aislado como reactivo
farmacológico, ensayos que pueden orientar hacia un posible mecanismo de acción.
A su vez, se ha estudiado la posible actividad hipoglucemiante de esta especie, dada las
referencias encontradas en la bibliogratia en especies próximas a ella (Villar et aL, 1986; Ivorra
etai, 1988; Reheretal., 1991c).
Con objeto de simplificar la exposición de las pruebas farmacológicas realizadas con £
minorniagnolu, sc trata por separado cada uno de estos apartados, especificando en cada caso el
material y método utilizados.
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111.1.- PREPARACIÓN DE LOS EXTRACTOS
El extracto empleado en este estudio farmacológico experimental es la infusión al 5% de
£ mínor magnoin, al ser utilizada así a nivel popular. Se prepara según la técnica adoptada en la
Farmacopea Española en su 98 edición (1954).
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ffi.2.- PRUEBAS SOBRE APARATO DIGESTIVO
ilL2.1.- SIALORREA
Se realizan ensayos de sialorrea en ratones, para valorar la influencia de nuestra planta
sobre la secreción salivar. Para ello, se utiliza la técnica del plano inclinado, que permite evaluar
una posible actividad anticolinérgica. Esta técnica se basa en la observación del fenómeno de
salivación, que se produce tras la administración de una sustancia colinérgica.
La sialorrea es inducida en ratones por administración oral de pilocarpina (2 mglKg)
(Sigma), siendo suministrada tras la infusión (dosis de 190 mg/Kg) a los 30, 45 y 60 minutos. La
medida de secreción salivar se realiza cada 5 minutos durante un periodode media hora.
Con este fin, los animales son anestesiados, y colocados ventralmente sobre el plano
inclinado (ángulo de inclinación de 100), recubierto por papel de filtro cuadriculado. Cada 5
minutos, los ratones se desplazan una cuadrícula, señalando las manchas de saliva que van
dejando.
La acción anticolinérgica se valora calculando el porcentaje de inhibición de la
hipersalivación inducidapor pilocarpina, referido al control.
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11L2.2.- ÚLCERA
La frecuencia del cuadro ulceroso de etiología muy dispar, -ha propiciado un abundante
número de modelos experimentales para el estudio y screening de nuevas drogas con actividad
antiulcerosa.
En nuestro caso, se han utilizado tres modelos de inducción de úlcera experimental
aguda: ligadura de píloro, úlcera inducida por agentes ulcerogénicos, en concreto el fármaco
indometacina, y etanol.
Material
Como reactivo animal se han utilizado ratas Wistar, hembras, de peso comprendido
entre 200+50 g, y agrupadas en lotes de 7 animales cada uno: un grupo control, otro tratado con
la infusión de £ mrnor magno/ii, y un lote de referencia tratado con ranitidina (Alpharma),
fármaco de reconocida potencia antisecretora.
Las dosis administrada es de 190 mg/Kg de infusión, y vehículo en el lote control
(prueba en blanco). En el caso de la ranitidina, la dosis es de 100 mg/Kg, disuelta en
carboximetilcelulosa al 1% (Sigma). La vía de administración en todos los casos es la vía oral,
utilizando para ello una sonda intragástrica.
Método
En las 48 horas precedentes al ensayo, los animales son privados de comida,
manteniendo el suministro hídrico ad hbztwn Los diferentes lotes son tratados con los productos
a ensayar durante un periodo de 4 dias Al quinto dia de la experiencia, se procede a la inducción
de úlceras por tres modelos experimentales diferentes.
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1.- Úlcera inducidapor ligadura dep/loro
Se sigue básicamente el método descrito por Shay et aL (1945). Los animales son
anestesiados, procediéndose a la ligadura del píloro durante un periodo de 3 horas.
Inmediatamente después de la ligazón, los productos en estudio son administrados por vía
intragástrica. Transcurrido este tiempo, los animales son sacrificados, y se procede a la disección
de sus estómagos.
2.- Úlcera inducida porfármacos
Seguñnos básicamente el método propuesto por Bhargava et aL (1973). El fármaco
ulcerogénico utilizado en este modelo es la indometacina (Sigma), a dosis de 50 mg/Kg disuelta
en carboximetilcelulosa al 1%, y administrada porvía oral. El quinto día de laexperiencia, todos
los lotes de animales son tratados con el agente ulcógeno. Tras un periodo de 5 horas, los
animales son sacrificados, y sus estómagos extraidos.
3.- Úlcera inducidapor etanol
En este modelo experimental, la lesión gástrica es inducida porla administración oral de
etanol absoluto (2 mI/rata). Tras un periodo de 3 horas, los animales son igualmente
sacrificados, y sus estómagos extraidos.
En los tres casos, los estómagos extraidos son abiertos por la curvatura mayor, y lavados
repetidas veces con suero fisiológico, con objeto de eliminar contenido gástrico y restos
sanguíneos. A continuación, se procede a medir los milímetros totales de lesiones ulcerosas,
medida que es realizada siempre por el mismo investigador.
El aspecto de las úlceras es superficial y longitudinal, asignándoles una cuantificación
numérica de acuerdo con la siguiente escala(Rainova et aL, 1988):
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1= úlceras menores de 2 mm
2= úlceras entre 2-4 mm
3= úlcerasentre 4-8 mm
4= úlceras mayores de 8 mm
5 perforación de la mucosa
Las petequias hemorrúgicas y enrojecimiento son cuantificadas como 0.5 mm. El efecto
de £ mínor magnoin en estos tres modelos experimentales es expresado en ténninos de
porcentaje de inhibición de la ulceración.
Adicionalinente, se calcula un indice de ulceración, el indice de Paul, según el siguiente
parámetro: I.P.= MxNI100, donde M representa la media aritmética del número de úlceras por
rata en cadagrupo, yN el porcentaje de animales que presentan ulceración.
70 flt.t’ÍtYi/ÚS
HL2..3.- SECRECIÓN GÁSTRICA
Una de las preparaciones más utilizadas en el screening de nuevas drogas con actividad
antisecretora, es la perfusión del estómago de rata anestesiada, cuyo pH se registra de forma
continua a lo largo del experimento, técnica que se ha utilizado en el presente estudio. Con este
modelo experimental, pueden estudiarse los efectos producidos por estimulantes y depresores de
la secreción gástrica.
Material
Como reactivo animal se han utilizado ratas Wistar, hembras, de peso comprendido
entre 200+50 g. La perfusión gástrica se realiza con una bomba peristáltica (Model 203,
Scientiuic Inc.), registrándose el pH mediante un electrodo combinado Ingold, en conexión con
un pH-metro Crison mod. 501.
Método
Se sigue básicamente la técnica descrita por Ghosh y Schild en 1958. Las 24 horas
previas al experimento, los animales son privados de comida, manteniéndose el suministro
hídrico ad l¡bitum. Cada animal es anestesiado por vía intraperitoneal con uretano (Sigma) a la
dosis de 1.25 g/Kg, practicándose a continuación una traqueotomía para que respire sin
dificultad durante la experiencia
En este momento, se practica una laparotomía, insertando una cánula a la salida del
estómago, al nivel del duodeno, que nos permite recoger el contenido gástrico a la altura del
píloro. El esófago se canulaoralmente con una sonda de igual diámetro.
Una vez preparado el animal, se inicia la perfusión oral con NaOH 5.10~N a una
temperatura de 3TC, pH aproximado de 9.7, y a una velocidad dc 2 ml/minuto. Este proceso de
lavado se realiza durante 30 minutos, al cabo de los cuales se baja la velocidad de perfusión a 1
ml/minuto, valor que se mantiene durante toda la experiencia. El líquido de perfusión se recoge
a la salida del estómago, registrándose el pH cada 5 minutos durante todo el experimento.
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Unavez tennmado el lavado del sistema, y cuando se consigue un pH constante entre 6 y
7 durante al menos 15 minutos, se comienza la administración de las sustancias problema.
Previa a la administración de la infusión, se aplica una solución de suero fisiológico
(pH=7), y una solución del mismo pH que la infusión (pHS.3), con objeto de extrapolar los
resultados convenientemente.
El análisis de los resultados se realiza determinando las variaciones de pH para cada
tratamiento.
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HL2.4.- TRANSITO INTESTINAL
Debido al uso popular que se hace de £ minor magno/U, parece oportuno evaluar en el
laboratorio el efecto sobre el tránsito intestinal ejercido por la infusión de esta planta. El tránsito
del bolo alimenticio a través del intestino del animal de experimentación, se puede determinar
administrando por vía oral una sustancia coloreada no absorbible, que pueda observarse
macroscópicamente.
Material
Como reactivo anima] se han utilizado ratones Swiss, machos, de peso comprendido
entre 20+5 g, y agrupados en lotes de 7 animales cada uno: lote control, tratado con la infusión
(190 mg/Kg), y un lote de referencia tratado con atropina (5 mg/Kg) (Scharlau). Como sustancia
no absorbible, se utiliza una suspensión de carbón activo al 1% en goma arábiga.
Método
Se sigue básicamente la técnica descrita por Bryant et aL, (1957). Las 24 horas previas al
ensayo, los anñnales son desprovistos de comida, manteniendo el suministro hídrico adltbitum.
Una hora después de ser administrados los productos en estudio, los animales reciben
por vía oral la papilla de carbón activo (0,5 ml/animal). A los 60 minutos, los animales son
sacrificados, extirpando el intestino delgado desde el duodeno hasta la válvula ileocecal. Tras
extenderlo sobre papel de filtro, se mide en centímetros la longitud recorrida por el carbón
activo, y la longitud total del intestino.
La valoración de los resultados se realiza atendiendo al porcentaje de progresión de la
papilla de carbónactivo en los lotes tratados, con respecto al lote control (prueba en blanco).
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HL2.5.- CONSTANTES METABÓLICAS
Para completar este estudio sobre el aparato digestivo, es necesario medir otra serie de
parámetros importantes, a tener en cuenta a la hora de valorar los resultados globales.
Con este fin, los animales de experimentación (rata) de los diferentes lotes, son aislados
en cabinas individuales durante un periodo de 15 días, administrándoles diariamente los
productos en estudio a la dosis habitual de 190 mg/Kg de la infusión y vehículo en el lote
control. Durante este tiempo, se controlan los siguientes parámetros:
- evolución del peso de los animales, para detectar una posible acción orexígena y realizar
curvas de crecimiento
- consumo de comida y bebida
- medida de orina y recuento diario del número de heces, para evaluar una posible actividad
astringente
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111L2.6.- ÓRGANO AISLADO
En la valoración biológica de nuevos fármacos, el empleo del órgano aislado como
reactivo farmacológico puede aportar información importante acerca del mecanismo de acción
del mismo.
Un órgano determinado o parte de él, extraido adecuadamente del animal de
experimentación y colocado en un “baño de órganos”, nos permite registrar las contracciones del
mismo, proporcionándonos importante información, muy ventajosa respecto a los ensayos ¡ir
vivo: si el fármaco interacciona con algún receptor específico, el rango de concentración en el
que resulta activo, su potencia relativa (comparándolo con otros agonistas), así como las
interacciones que pueden darse con otros fármacos quetienen afinidad por el mismo receptor.
Básicamente, el montaje de un baño de órganos consta de los siguientes elementos
(Livingstone, 1968):
- copa, donde se dispone la preparación mediante un sistema de sujección. Este elemento está
inmerso en el baño, y debe permanecer lleno de solución nutricia, cuya composición se
aproxima a las condiciones fisiológicas del entorno del órgano en el organismo. El volumen de
solución de fármaco añadido a la copa, no debe ser mayor del 10% del volumen total de la
misma.
- termostato, para controlar la temperatura del baño, que tiene que ser la adecuada según la
preparación. Este sistema debe de ser muy preciso, ya que oscilaciones de +10(2 pueden afectar
notablemente a la reactividad del órgano.
- reservorio de solución nutricia, situado a mayor altura del bailo, y que permite el llenado de
la copa.
- aireación adecuada del órgano, a través de conducciones a partir de aireadores ó botellas de
oxígeno o carbógeno (95% 02 y 5% CO2).
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- sistemas de registro de las contracciones del órgano. Pueden ser de diferentes tipos, desde la
palanca isotónica, que es el sistema más elemental de amplificación, hasta el registro isotónico o
isométrico, realizado a través de un transductor. En el registro isotónico, la respuesta del
músculo se traduce en desplazamientos, sin modificación de una tensión inicial impuesta
previamente. En el registro isométrico, la contracción se traduce en un aumento de tensión, sin
cambio virtual en la longitud prefijada del preparado. En ambos casos, los cambios en el órgano
son magnificados por un amplificador al que está conectado el transductor, y de ahí a un
registrador.
Una de las ventajas que presenta el baño de órganos, es que la cuantificación de la
respuesta es más precisa, pudiéndose valorar a través de las llamadas “curvas dosis-respuesta”.
Para la construcción de estas curvas, que relacionan la intensidad de la respuesta con la dosis
añadida, pueden seguirse dos procedimientos distintos. -
En el modelo acumulativo, las sucesivas concentraciones de un detenninado agonista
son añadidas al baño sin retirar previamente la anterior, por lo que se van acumulando
concentraciones crecientes. El incremento de volumen de la copa, así como la cantidad real de
fármaco que tenemos en la misma, deberan tenerse en cuenta a la hora de calcular la
concentración en la curva dosis-respuesta.
En las curvas no acumulativas ó sencillas, cada dosis de fármaco se añade de un modo
independiente, procediéndose cada vez al lavado de la preparación. Presentan la ventaja de que
las dosis pueden aleatorizarse, pero el inconveniente de requerir más tiempo y solución nutricia
para obtener una curva dosis-respuesta completa.
De entre las preparaciones más empleadas en el estudio de la reactividad farmacológica
del músculo liso, el intestino delgado es uno de los órganos más utilizados, dada la escasa ó nula
actividad espontánea, a diferencia de lo observado en otros preparados. Este órgano es quizás el
más ampliamente extendido en los test de screening no específicos, para el estudio de los efectos
fmucológicos de extractos vegetales (Dey & Harborne, 1991).
Se trata de un músculo liso inervado por al menos 10 terminaciones nerviosas diferentes,
por lo que una respuesta positiva puede ser indicativo de distintos mecanismos de acción
farmacológica. Desde el punto de vista del bioensayo, resulta útil para valorar la contracción
producida por agonistas como acetilcolina (actividad neurotropa), y cloruro bAnco (actividad
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musculotropa), así como por la histamina. El uso de los correspondientes antagonistas
selectivos, permite caracterizar la acciónde éstos a nivel de receptoresespecíficos.
Para el estudio ¡ir vitro de la actividad de £ minor magno/ii, se ha escogido el duodeno
aislado de ratacomo reactivo farmacológico, valorando los resultados en forma de curvas dosis-
respuesta acumulativas.
Material
Como reactivo animal se han utilizado ratas Wistar, machos, de peso comprendido entre
250+50 & y mantenidas en ayunas las 24 horas previas al experimento, manteniendo el
suministro hídrico “ad libitum”.
Las contracciones del músculo son registradas en un transductor Letica modelo Unigraph
1000-1001S0, a una velocidad de 0.1 mm/segundo, realizándose un registro isotónico.
En el bailo de órganos, el músculo es mantenido con adecuada aireación (95% 02 y 5%
CO2), a una temperatura de 370(12, e innerso en solución Tyrode como solución nutricia, con la
siguiente composición:
- cloruro sádico: 8 g/l
- cloruro potásico: 0.2 g/l
- cloruro magnésico: 0.1 g/l
- clorurocálcico: 0.2 g/l
- fosfato monosódico: 0.05 g/l
- bicarbonato sádico: 1 g/l
-glucosa 1 g/l
Como sustancias agonistas hemos utilizado acetilcolina y cloruro bAnco (Merck), y
como antagonistas selectivos, atropina (Scharlau) y papaverina (Merck), respectivamente.
AitQ¡(a/ y 77
Método
Los animales son sacrificados de un golpe seco en la nuca, y posterior exanguinización
mediante la sección de los vasos del cuello.
A continuación, se abre la cavidad abdominal y se localiza el duodeno, parte del
intestino utilizada en esta preparación. Se toma un fragmento de varios centímetros, y se lleva a
una capsula Petri con solución Tyrode atemperada y burbujeada con aire, donde se limpia
cuidadosamente con la misma solución. Durante la limpieza, se hace circular una pequeña
cantidad de líquido nutricio por la luz del duodeno, procurando no lesionar la musculatura
intestinal con las pinzas, ó por excesiva presión durante el proceso.
Se corta un trozo de unos 2 cm y se monta en el baño de órganos, de modo que se
registre la actividad de la capa muscular longitudinal. Dicho corte se realiza en bisel, de manera
que al atar el órgano, la luz del intestino quede accesible al líquido nutricio y a los fármacos.
Uno de los extremos se fija al fondo de la copa (26 mí), y por el otro se une a un transductor
isotónico mediante una ligadura inextensible. La palanca se sobrecarga con 1 g para
contrarrestar la tensión del órgano. La preparación se deja estabilizar durante aproximadamente
30 minutos, hasta que la motilidad espontánea es uniforme y estable, procediéndose entonces a
la administración de los fármacos
Transcurrido este tiempo, se añaden los agonistas según la técnica de dosis
acumulativas, para que alcancen concentraciones crecientes: 5.5.i0~7 M-33.10’ M de
acetilcolina (actividad neurotropa), y 9. l0~ M-64. 10~ M de cloruro bAnco (actividad
musculotropa).
Al alcanzar el máximo de contracción muscular, que corresponde con la dosis
submaximal de agomsta, se lava el órgano repetidas veces con solución nutricia. Antes de
proceder a una nueva experiencia, se deja reposar durante unos 2 ó 3 minutos. A continuación,
sc añade una dosis única del antagonista selectivo 1.5.10~ M de atropina, y 2.5.10~ M de
papaverina, para la acetilcolina y cloruro bAnco respectivamente. A los 5 minutos, se repite la
curva con el agonista, adicionándole hasta la concentración submaximal antes empleada. De
nuevo se lava el órgano repetidas veces, y se deja estabilizar durante aproximadamente 30
minutos.
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La infusión de S. minor magno/u es añadida a las concentraciones de 20 mg y 40 mg.
Tras un periodo de incubación de 10 minutos, se repite nuevamente la curvacon el agonista. Los
ensayos son realizados seis veces, empleando órganos de diferentes animales en cada caso. Los
resultados se expresan como porcentaje de la contracción inducida por el agonista.
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111.3.- ACTIVIDAD RIPOGLUCEMIANTE
Se han encontrado en la literatura especializada, estudios acerca de las propiedades
hipoglucemiantes de diversas especies del género Sanguisorba, especies botánicamente
próximas a 5. mínor magno/ii (Villar a al., 1986; Ivorra et al., 1988; Reher el al., 1991c). Esta
razón, y el hecho de que se consuma preferentemente como infusión después de las comidas,
hace conveniente realizar un estudio acerca del efecto de la infusión de esta planta, sobre la
glucemia en animales experimentación.
Material
Como reactivo animal se han utilizado ratones S~viss, machos, de peso comprendido
entre 20+5 g, y agrupados en lotes de 7 animales cada uno: lote control, tratado con la infusión
(190 mg/Kg), y un lote de referencia, tratado con glibenclanuida como sustancia patrón
(10 mg/Kg) (Sigina).Los animales se mantienen en ayunas las 24 h previas al ensayo
suministrando agua ad /¡b¡twn.
Las medidas de glucosa en sangre se realizan en un aparato glucometer (Reflolux),
utilizando tiras reactivas específicas para este fin.
Método
La actividad hipoglucemiante de los productos en estudio se determina en ratones
normales y en ratones hiperglucémicos, a los que previamente se les ha suministrado oralmente
glucosa (2 g/Kg).
Los animales son tratados por vía oral con los productos a ensayar, midiéndose la
glucosa en sangre según el método de Nelson y Somogyi (1975). Estas medidas se realizan antes
de la administración del tratamiento (glucosa basal), y en los 30, 60, 90 y 120 minutos
postenores.
El efecto de la infusión es expresado en términos de reducción de la glucemia, en
ratones normales e hipergiucémicos.
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111.4.- ANÁLISIS ESTADÍSTICO
En todas las pruebas farmacológicas realizadas con £ minor magno/ii, los resultados se
expresan como media aritmética*error stándar medio.
La significación estadística de los lotes tratados respecto al grupo control (prueba en
blanco), se realiza según el test de la t-Student (Domenech, 1982). Valores de probabilidad
menores de 0.05 son consideradosestadísticamente significativos.
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lv.- ESTUDIO FITOOUIMICO
lvi.- SCREENING £flQQ!~!INllCO PRELIMINAR
Con objeto de acercamos a la composición química de £ minor magnoliz, se realizó un
screening fitoquimico preliminar, encaminado a la caracterización de los principios a los cuales
pueda deber su acción esta planta (Rodriguez, 1984). Por otro lado, estas pruebas se han
realizado de una fonna meticulosa, de manera que puedan servir como punto de partida de
estudios quimiotaxonómicos del género. La metodología seguida para este fin está basada en la
propuesta por Domínguez (1973) y Harborne (1984).
Adicionalmente a estas pruebas fitoquñnicas generales, y aprovechando la circunstancia
de que son técnicas suficientemente establecidas en nuestro laboratorio (Bermejo et aL,
1984 a, b; Sáez et al., 1985 a, b, 1986), y de que se dispone de sustancias patrones para
corroborar su identificación, hemos profundizado en otros principios activos presentes en la
infusión. Se trata delreconocimiento cromatográfico de ácidos fenólicos y azúcares.
Los ácidos fenólicos son los compuestos polifenólicos estructurailmente más sencillos,
ampliamente distribuidos en el reino vegetal, mientras que los azúcares son moléculas presentes
prácticamente en la totalidad de los extractos acuosos de plantas, formando parte de la
composición química de moléculas heterosídicas.
Se realiza también un estudio cromatográfico de heterósidos flavónicos y saponíicos,
moléculas que por las referencias bibliográficas encontradas en el género Sanguisorba, estarán
muy probablemente presentes en nuestra infusión.
Solubilizados también en los preparados acuosos de las plantas medicinales están los
aminoácidos. Se ha realizado un estudio cuali y cuantitativo de estos compuestos, dada su alta a
en el reino vegetal, atribuyéndoles, en algunos casos, las propiedades biológicas de estas plantas
(Hikino et aL, 1986; Afzal et aL, 1987; Girard et aL, 1988; Jimenez & Crews, 1990; Mtitsch-
Eckner et aL, 1993; Rudi et aL, 1994; Smith et aL, 1995).
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Para completar este screening fitoquimico de 5. minor magno/ii, se realiza un estudio
cualitativo de su aceite esencial. encaminado a identificar algunos compuestos terpénicos
volátiles, que pudieran contribuir al efecto antiespasmódico de la infusión.
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IV.1.1.- INVESTIGACIÓN CROMATOGRÁFICA DE ÁCIDOS FENÓLICOS
Material
Los ensayos cromatogiáficos se realizan con un macerado acuoso al 10% de tallos y
hojas de £ minor magno/ii, realizado en frío, facilitando la extracción con un agitador
magnético.
Las sustancias patrones empleadas fueron proporcionadas por Sigma, mientras que los
solventes utilizados (Panreac) fueron previamente rectificados en nuestro laboratorio.
Método
Partiendo de un extncto acuoso se realiza una extracción líquido-liquido con éter etílico.
El extracto etéreo, convenientemente desecado y concentrado a baja temperatura y presión
controlada, se reserva para la investigación de los ácidos fenólicos libres. -
El extracto acuoso procedente de la fracción anterior, se fracciona en tres partes
alícuotas: 1, II y III. La fracción 1, una vez eliminado el éter etílico interpuesto, es extraido de
nuevo con acetato de etilo. En este extracto, se separan los ácidos fenólicos combinados
(uniones tipo éter ó éster).
Con la fracción II se realiza una hidrólisis ácida, con objeto de romper las uniones
C-O-C de las combinaciones fenólicas. La hidrólisis se realiza a reflujo, con ácido clorhídrico
2N durante 3 horas. A continuación, los ácidos fenólicos resultantes se extraen con éter etilico.
Con la fracción III se realiza una hidrólisis alcalina, con objeto de romper los enlaces
éster que forman los ácidos fenólicos entre si, ó con otros compuestos. La hidrólisis se realiza
con NaOH 2N, en frío y durante 24 horas. Los ácidos fenólicos liberados, una vez neutralizado
el medio, se extraen con éter etílico.
Todos los extractos resultantes de los procesos anteriores, se desecan con sulfato sódico
anhidro, y se concentran a presión reducida y baja temperatura en rotavapor (Bucchi) hasta
sequedad. El residuo resultante se disuelve en un pequeño volumen de metanol, para realizar el
estudio titoquimico.
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La identificación de los ácidos fenólicos se realiza por técnicas cromatográficas, con la
ayuda de sustancias patrones de referencia. En concreto, hemos utilizado técnicas de CCF,
variando los soportes y solventes de desarrollo, asi como los reveladores.
Fases estacionarias: (Merck)
- placas de celulosa microcristalina
- cromatofolios de silicagel fluorescente (60 F254)
Fases móviles: (Paris & Murgu, 1970)
-ácidoacético3%y 15%
- benceno/metanol/ácido acético (90:16:8) (4:1:5)
- ácido clorhídrico 0.1N
- butanol/amoniaco 2N (1:1), capa superior
- butanol/etanol/agua (4:1:22)
- cloroformo/ácido acético (85:15)
Reveladores:
- vapores de amoníaco, observación bajo luz Uy (365 y 254 nm)
- p-nitroanilina diazotada (reactivo de Swain): p-nitroanilina al 0.5% en ácido clorhídrico 2N
(2 mí), 3 a 5 gotas de nitrito sódico al 5%, disueltas hasta 10 ml con acetato sódico al 20%.
Observación al visible
- carbonato sódico al 15%, que modifica las coloraciones obtenidas con el reactivo de Swain.
Observación al visible
Sustancias patrones: (Sigma)
- ácido cafeico
- ácido ferúlico
- ácido p-cumárico
- ácido protocatéquico
- ácido vainillico
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- ácido siringico
- ácido p-hidroxibenzoico
- ácido clorogénico
- ácido rosmaríico
- ácido sinápico
- ácido m-cumárico
- ácido homoprotocatéquico
- ácido cinámico
- ácido salicílico
- ácido gálico
- ácido o-cumárico
- ácido gentísico
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1V.1.2.- INVESTIGACIÓN CROMATOGRÁFICA DE AZÚCARES
Material
La extracción de azúcares se realiza por maceración directa del material vegetal con
agua, en frío y durante 6horas.
Las sustancias patrones de referencia fueron proporcionadas por Sigma, mientras que los
solventes (Panreac) fueron previamente rectificados antes de su uso.
Método
Seguimos básicamente la metodología establecida en nuestro Departamento, para la
separación e identificación cromatográfica de estas sustancias (Bermejo & Gómez-Senanillos,
1982).
Los líquidos acuosos filtrados son tratados con acetato de plomo al 10% . El exceso de
plomo se elimina pasando una corriente de 5H2, hasta ausencia de precipitación. El gas
interpuesto en el agua se elimina por aireación, evitando asi posibles reacciones de reducción,
concentrando a sequedad. La extracción de los azúcares se realizacon piridina.
Sobre los líquidos acuosos filtrados se corrobora mediante la reacción de Fehling, la
presencia únicamente de azúcares, y no de otras sustancias reductoras.
La identificación de azúcares se realiza por técnicas cromatográficas, en concreto
técnicas de CCF con la ayuda de sustancias patrones de referencia.
Fases estacionarias: (Merck)
- placas de celulosa microcristalina
- cromatofolios de silicagel fluorescente (60 F2M)
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Fases móviles:
- acetato de etilo/piridina/agua (100:25:35)
- butanol/etanol/agua (2:1:1)
- cloroformo/metanol/agua (64:36:8)
- acetato de etilo/ácido acético/metanol/agua (60:15:15:10)
- butanol/ácido acético/éter/agua (9:6:3:1)
Reveladores:
- Ftalato de p-anisidina: 1.23 g de p-anisidina disueltas en 50 ml de etanol + 1.26 g de ácido
ftálico hasta 100 ml con etanol (en caliente)
- Timol sulfúrico: 5 ml de ácido sulfúrico concentrado se afladen cuidadosamente a una solución
de 0.5 g de timol en 95 ml de etanol. Posterior calentamiento en estufa a 1200(2 durante 1-5 020
mmutos
Sustancias patrones: (Sigma)
- Galactosa
- Glucosa
- Fructosa
- Arabinosa
-Xilosa
- Ranmosa
- Manosa
- Ácido glucurónico
- Ácido galacturónico
-Ribosa
- Fucosa
Para comparar los resultados obtenidos por CCF se procedió al éstudio de los azúcares
por HPLC, con las siguientes condiciones de trabajo:
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- Cromatógrafo líquido de alta resolución (Waters) con detector de índice de refracción, y dos
sistemas de columna diferentes.
- Columna Sugar Pack (30 cm x 6.5 mm de diámetro interno) rellena de gel polimérico.
Fase móvil: agua con acetato cálcico 0.1 mM, para estabilizar la columna
Temperatura: 900(2
Flujo: 0.6 ml/minuto
- Columna Lichrosorb 10-NH2 chrompack (25 cmx 4.6 mm de diámetro interno).
Fase nióvil: acetonitrilo/agua (80:20)
Temperatura: ambiente
Flujo: 1.7 ml/minuto
En ambos casos, se utilizarón sustancias patrones, que fueron proporcionadas por Sigma.
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IV.1.3.- INVESTIGACIÓN CROMATOGRÁFICADE HETERÓSIBOS FLAVÓNICOS
Material
La extracción del material vegetal se realiza con metanol en frío, seguido de metanol al
50%, para finalizar con agua. Se reunen todos los liquidos, y se concentran en rotavapor hasta
residuo acuoso.
Las sustancias patrones empleadas en el estudio cromatográfico fueron proporcionadas
por Sigma, mientras que los solventes utilizados (Panreac), fueron previamente rectificados en
nuestro laboratorio.
Método
Sobre el residuo acuoso anterior, se realiza una extracción liquido-líquido con éter
etílico, hasta líquidos orgánicos incoloros. El éter etílico, convenientemente deshidratado, es
concentrado hasta residuo seco y disuelto en un pequeño volumen de metanol. En este extracto
metanólico estarán presentes las geninas flavónicas libres que existan en la planta.
Del extracto acuoso restante se eliminan por evaporación los restos de éter etílico,
tratándose a continuación con alcohol butilico varias veces. Se reunen los líquidos butanólicos y
se concentran en rotavapor hasta residuo seco, disolviendoéste en metanol.
Este último extracto se divide en dos fracciones; en una de ellas, se investigarán los
beterósidos flavónicos, y en la otra, se realizará una hidrólisis ácida en placa con objeto de
identificar las geninas que intervienenen la estructura de los heterósidos.
La identificación de los heterósidos y geninas flavónicas en cadauno de los extractos se
realiza por técnicas cromatográficas, con la ayuda de sustancias patrones de referencia En
concreto, hemos utilizado técnicas de CCF, variando los soportes y solventes de desarrollo, así
como los reveladores.
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Fases estacionarias: (Merck)
- placas de celulosa microcristalina
- cromatofolios de silicagel fluorescente (60 F254)
- papel Whatmann n
01
Fases móviles:
- ácido acético 30% y 60%
- mezcla forestal: ácido acético/agua/ácido clorhídrico (30:10:3)
- butanol/ácido acético/agua (4:1:5)
- fenol/agua (30:10)
- benceno/ácido acético (3:2) (4:1)
Reveladores:
- observación a la luzUy (365 y 254 nm)
- tricloruro de aluminio en solución alcohólicaal 2 ó 3%
- exposición de los cromatogramas a los vapores de amoníaco, o pulverización con carbonato
sódicoal 5% y observación para luz Uy.
Para comprobar los resultados obtenidos por CCF sobre la naturaleza de las geninas que
fonnan los heterósidos flavónicos se ha empleado la técnica de HPLC. Se analizan geninas
separadas previamente por CCF preparativa.
Las condiciones de trabajo son las siguientes:
- Cromatógrafo líquido de alta resolución con detector Uy/visible.
- Columna C~g de fase reversa (4,6 x 220 mm).
Fase móvil: agua-ac.fórmico (20:1) 75%
acetonitrilo 25%
Flujo: 1,5 ml/mm
Temperatura: ambiente
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IV.1.4.- INVESTIGACIÓN CROMATOGRÁFICA DE HETERÓSIDOS SAPONINICOS
Material
La extracción de heterósidos saponinicos, se realiza por maceración directa del material
vegetal con aguahirviendo.
Como sustancias patrón se utiliza el ácido torméntico, amablemente cedido por el Dr.
Payé, de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Valencia, mientras que los solventes de
desarrollo (Panreac), fueron previamente rectificados antesde su uso.
Método
Los líquidos acuoso procedentes de la infusión se dividen en dos panes alícuotas: Al y
Al. La primera se concentra a bt~ja presión y temperatura hasta residuo seco, el cual se recoge
con metanol y se reserva para el estudio de los heterósidos saponinicos. Los líquidos de la parte
Al se hidrolizan con ácido sulfúrico 2N durante varias horas, se extrae con cloroformo y se
lleva a sequedad, recogiéndose el residuo con metanol.
El marco procedente de la extracción con agua se extrae de nuevo con etanol,
constituyendoel extracto B, el cual se lleva a sequedad y también es recogido con metanol.
La caracterización de los heterósidos saponínicos y sapogeninas en los extractos se
realiza por técnicas cromatográficas. En concreto, hemos utilizado técnicasde CCF, variando los
soportes y solventes de desarrollo, así como los reveladores.
Fasesestacionarias: (Merck)
- placas de celulosa microcristalina
- cromatofolios de silicagel fluorescente (60 F2M)
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Fases móviles:
- butanol/ácido acético/agua(4:1:5)
- isopropanol/agua/ácido fórmico (80:15:5) (80:15:2)
- acetato de etilo/metanollagua(60:30:5)
- acetato de etilo/piridina/agua (3:1:3)
- cloroformo/metanol (90:10) (95:5) (98:2)
- clorofonno/metanol/agua (65:35:10)
- cloroformo/tetracloruro de carbono/acetona (2:2:1)
- éter diisopropílico/acetona (95:5)
- ácido acético 2%
- acetona/hexano (4:1)
- cloroformo/acetona (4:1)
Reveladores:
- lámpara de luz Uy (365 y 254 nm)
- Reactivo de Liebermann-Bouchard: anhídrido acético (5 mI) y ácido sulfúrico concentrado
(5 mí) en 50 ml de etanol. Calentamiento posterior a la pulverización a 1100(2 durante 10
minutos
- Anisaldehído sulfúrico: 0.5 ml de anisaldehido + 10 ml de ácido acético glacial + 85 ml de
metanol + 5 ml de ácido sulfúrico concentrado
- Anisaldehido-ácido fosfomolibdico: ácido fosfomolibdico (1 g) disuelto en 10 ml de
anisaldehido sulfúrico. Posterior calentamiento en estufa a 1000(2 durante 5-10 minutos
- Vainillina sulfúrica: 20 ml de una solución de vainillina al 1% en etanol + 0.4 ml de ácido
sulfúrico concentrado. Posterior calentamiento en estufa a 1100(2 durante 10-15 minutos
- Cloruro de antimonio al 25% en cloroformo, y posterior calentamiento en estufa a 1000(2
durante 10 minutos
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IV.1.5.- INVESTIGACIÓN CROMATOGRÁFICA DE AMINOÁCIDOS
Dadas las propiedades iónicas de los aminoácidos, que hacen peculiar sus sitios de
acúmulo en los vegetales, es necesario la aplicación de una serie de procedimientos previos a su
análisis.
En primer lugar, es necesario un procedimiento de extracción capaz de romper las
membranas celulares, y obtener un extracto donde estén contenidos los aminoácidos en mezcla
conmacromoléculas, fimdamenta]mente proteínas, y compuestos de bajo peso molecular.
La etapa siguiente es de aislamiento, y debe conducir a una purificación de los
aminoácidos, capaz de obtenerlos libres de otro tipo de sustancias con distinta naturaleza
química. A este nivel, es posible realizar una identificación cuali y cuantitativa, empleando
fundamentalmente técnicas de cromatografia de intercambio iónico (Balansard et aL, 1982;
Desmaison & Tixier, 1984; Schuster, 1988).
Material y Método
Los patrones externos empleados para la identificación y cuantificación de los
aminoácidos fueron proporcionados por Sigma, mientras que los solventes utilizados (Panreac),
fUeron previamente rectificados en nuestro laboratorio.
La extracción de aminoácidos se realiza por maceración directa del material vegetal con
metanol y ácido clorhídrico, a pH 3 y temperatura ambiente, en agitador magnético. La
separación de los aminoácidos del resto de los componentes del extracto, se realiza en columna
de intercambio iónico (resinaseatiónica Lewattit 5 100), eluyendo conamoniaco IM.
El estudio cromatogiáfico se lleva a cabo por HPLC (Waters) con columna de
intercambio iónico, derivando—previamente el extracto con OPA, y realizando la detección por
fluorescenciw Lafase móvil empleada es un gradiente de dos mezclas de solventes:
A.- citrato sódico/fenol/ácido clorhídrico a pH 3
B.- ácido bórico/citrato sódico/NaOH a pH 9.6
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IV.1.6.- ACEITE ESENCIAL
Laobtención del aceite esencial se realiza a través de destilación por arrastre en corriente
de vapor de agua, ya que proporciona un aceite esencial de buena calidad para fines analíticos, y
presenta gran facilidad de montaje a pequeña escala. La identificación de los componentes de la
esencia se realiza por cromatografia de gases.
Material
- Aparato destilador Clevenger modificado
- Cromatógrafo de gases Perkin-Elmer, modelo Sigma 3B, provisto de detectores de ionización
de llama y de conductividad térmica
- Columna capilar de silicagel fundida (30 m x 0.254 mm), utilizando como fase líquida
(2arbowax 20M
- Registrador-integrador Varian sp. 4270, con una velocidad de carta de 0.5 cm/minuto
Método
La extracción del aceite esencial se realiza mediante destilación por arrastre en comente
de vapor con reciclación de agua (“cohobación”), en un aparato Clevenger modificado.
El material vegetal, desecado y fragmentado, se somete a una “destilación en agua”,
conteniendo el agua de destilación, cloruro sódico a saturación. La esencia destilada es recogida
paulatinamente, con objeto de evitar la acción peijudicial del contacto prolongado con el agua.
El volumen total de esencia, leido directamente en el tubo de recogida, se expresa en tanto por
ciento con respecto a peso de planta desecada (rendimiento = % v/p).
El aceite esencial así obtenido, se deseca con sulfato magnésico anhidro, y se trasvasa a
viales que, después de gasear con nitrógeno para crear una atmósfera inerte, se guardan
adecuadamente en nevera hasta su posterior análisis.
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La identificación de los componentes de nuestra esencia se realiza por CG, con el
material reseñado anteriormente, y con las siguientes condiciones de trabajo:
- gas portador: helio a una velocidad de flujo de 30 ml/minuto
- temperatura inyector: 2500(2
- temperatura detector: 2750(2
- volumen de esencia inyectados: 0.03 ml
- temperatura micial: 700(2, isoterma durante 5 minutos, programada con aumento lineal de
20C/minuto, hasta una temperatura final de 2000(2.
La identificación se lleva a cabo por comparación de los tiempos de retención de cada
componente del aceite esencial con el de los datos encontrados en la bibliografia.
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IV.2.- AISLAMIENTO DE COMI>UIESTOS
W.2.1.- CROMATOGRAFL4 EN CAPA FINA
Los estudios cromatográficos en capa fina realizados con la iniflisión de £ mínor
inagnoin, nos permiten fijar las condiciones idóneas para una separación ó purificación posterior
por CC.
Material
Fase estacionaria:
- cromatofolios de silicagel fluorescente (60 F254) (Merck)
Fases móviles:
- cloroformo/metanol
- tolueno/acetato de etilo
- diclorometano/metanol
- hexano/acetona
Todos los solventes utilizados (Panreac) fúeron rectificados en el laboratorio,
ensayándose diferentes proporciones de cada mezcla.
Reveladores: (Wagner a aL, 1984)
- lámpara de luz Uy (365 y 254 nm)
- vainillina sulfúrica
- anisaldehido sulfúrico
- reactivo de Lierbermann-Bouchard
Método
Para el desarrollo cromatográfico se sigue la técnica propuesta por Stahl (1969), en sus
modalidades uni y bidimensional ascendente.
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IV.2.2.- CROMATOGRAFIA EN COLUMNA
El fraccionamiento cromatográfico de la infusión de £ minor magnohí, se realiza
siguiendo la técnica de “flash” cromatografia (Still a aL, 1978).
Material
Se utiliza el extracto B procedente de la extracción con etanol tras comprobar por (2CF
que la composición cualitativa de saponinas es similar al extracto acuoso.
- columnas de vidrio de las siguientes dimensiones: 30 mm de diámetro interno y 350 mm de
altura de lecho, y 40 mm de diámetro interno y 800 mm de altura de lecho.
- fase estacionaria: silicagel 60 (Merck) para columna (0.040-0.063 mm de granulometila).
- fases móviles: se utilizan como disolventes de elución aquellos que nos permitan una
separación adecuada del extracto, con una polaridad ajustada a las sustancias que pretendemos
separar. Al tratarse de un extracto acuoso, la complejidad de la muestra es realmente alta, por lo
que se sigue la técnica de gradiente de elución, con un aumento progresivo de la polaridad del
eluyente: hexano/acetona (80:20), hexano/acetona (50:50), para finalizar con acetona sola.
Método
El empaquetamiento de la columna se realiza en seco. La fase estacionaria se estabiliza
por humectación con la fase móvil. La muestra, totalmente disuelta en un pequeño volumen de
fase móvil, se deposita en la parte superior. El eluyente es impulsado a través de la columna con
la ayuda de un aireador, que permite conseguir presiones de aproximadamente 0.5 bares.
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IV.3.- ELUCIDACIÓN ESTRUCTURAL: TÉCNICAS ESPECTROSCÓPICAS
lvii.- ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNÉTICA NUCLEAR
IV.3.1.1.- ESPECTROSCOPIA DE1H-RMN
La espectroscopia de resonancia magnética nuclear de protón (‘H-RMN) nos permite
identificar el número de protones presentes en la molécula, proporcionándonos información
acerca de los grupos funcionales existentes en la misma.
Los espectros se han realizado en un espectrómetro Varian Xi 400, utilizando
cloroformo deuterado (CDCI
3) como disolvente, y tetrametilsilano (TMS) como patrón interno.
IV.3.t.2.- ESPECTROSCOPIA DE
13C-RMN
El espectro de resonancia magnética nuclear de carbono (13(2-RMN) nos acerca a la
elucidación del esqueleto molecular, pudiendo identificar los radicales carbonados existentes.
Los espectros se han realizado en un espectrómetro Bruker AM 200, utilizando CDCl
3
como disolvente, y TMS como patrón interno.
IV.3.2.- ESPECTROSCOPIA INFRARROJA
Los espectros se han realizado en un espectrofotómetro IR Perkin-Elmer modelo 283,
compactando la muestra en pastillas de bromuro potásico.
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V.- ESTUDIO FARMACOLÓGICO DE COMPUESTOS AISLADOS
Con los compuestos aislados de S. minor magnohz, se planteó realizar un estudio
farmacológico, con objeto de comprobar si realmente son las moléculas responsables de la
actividad de esta planta.
Dado el bajo rendimiento obtenido con ellos, únicamente se realizan aquellas pruebas
donde la infUsión resultó ser efectiva, y que requerían una menor cantidad de producto aensayar.
Así, se han realizado estudios para detectar una posible actividad hipoglucemiante, y
ensayos en órgano aislado, según la metodología expuesta en los apartados 111.3 y 111.4,
respectivamente. Las dosisde compuesto ensayadas fUeron de 50 mg/Kg en los ensayos ¡ti vivo y
deS mgy 10 mg en las pruebas ¡ti vítro de órgano aislado.

RESULTADOS
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II.- ESTUDIO FARMACOLÓGICO
Los ensayos fannacológicos se han realizado con la infusión al 5% de 5. minor
magnolil, que proporcionó un rendimiento de 5.7 g de extracto seco por cada 100 g de
planta desecada.
11.1.- PRUEBAS SOBRE APARATO DIGESTiVO
It1.1.- SIALOliREA
En los ensayos de sialorrea inducida en ratones por administración de pilocarpina
(2 mg/Kg), la infusión se ha mostrado efectiva frente al incremento de secreción salivar,
con valores estadisticamente significativos, incluso cuando se administra una hora después
el agente (Tabla 1). No obstante, el máximo porcentaje de reducción de la secrección
(43.96%), se produce al ser administrada la pilocarpina, en la primera media hora tras la
infusión.
TABLA 1. Efecto de la infusión de Sanguisorba minor magnohí sobre la sialorrea inducida
por pilocarpina en ratones Swiss.
Los datos corresponden a la media aritmética±errorestándar medio de las medidas (en cm)
de secrección salivar en lotes de 7- animales. Las sustancias problema se administran a los
30, 45 y 60 minutos anteriores a la pilocarpina.
t-Student: p50.05; %50.O1
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11.12.- ACTIVIDAD ANTTIJLCEROSA
La administración oral de la infusión de 5. minar magnolii, previene de una manera
significativa el efecto ulcerogénico inducido en ratas por ligadura de píloro e indometacina
(Tabla 2).
TABLA 2. Efecto protector de la infusión de Sanguisorba minar magnolil frente a la
inducción de úlcera experimental en rata Wistar.
Ligadurapíloro Indometacina
Los datos corresponden a la media aritmética±error estándar medio expresado en mm de
úlceras en lotes de 7 animales.
t-Student: p=O.05;%=O.01
Los porcentajes de inhibición de la ulceración son próximos a los obtenidos con la
sustancia de referencia, ranitidina., siendo ligeramente más marcados en el modelo de
inducción de úlcera por indometacina (Figura 1).
En el modelo experimental de úlcera inducida por etanol, el carácter agresivo de
este agente sobre la mucosa, provoca lesiones tan severas que hacen imposible su
cuantificación numérica. Sin embargo, los estómagos de animales tratados con la infusión,
presentan en general, un aspectomenos lesivo que en el caso de los lotes control.


115“ ‘1 ~
111.3.- EFECTO SOBRE LA SECRECIÓN GÁSTRICA
Los valores de pH del liquido de perfusión, son registrados cada cinco minutos
durante un periodo de media hora. Los resultados obtenidos para cada tratamiento quedan
reflejados en la Figura 2 El pH de la infusión a administrar resulta ser 5.3.
Los valores iniciales del contenido gástrico suponen un pH entre 6 y 7. La perfusión
de suero fisiológico (pH=7) supone una acidificación del contenido gástrico, cuyo pH pasa
delvalor inicial entre 6 y 7 tras el lavado del sistema, a un valor de alrededor de 4.5.
La administración de una solución del mismo pH que la infusión (pH=S.3), no
supuso cambios significativos con respecto a la administración de suero fisiológico. -
Aproximadamente a la media hora de iniciar la perfusión con la infusión, se
produce un considerable aumento del pH gástrico, alcanzándose valores de 5.3 a los 10
minutos, y cercano a 6 alos 30.
Al administrar tras la infusión de nuevo el suero fisiológico, a partir de los 15
primeros minutos, no se alcanzan valores tan ácidos como al comienzo del experimento.
pH
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HGURA 2. Efecto de la infusión de £ m magnohí sobre la secreción gástrica.
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11.1.4.- EFECTO SOBRE EL TRÁNSITO INTESTINAL
El porcentaje de progresión de la papilla de carbón activo por el tracto intestinal de
los lotes control, fié de alrededor del 80% a los 60 minutos de su administración oral
(Figura 3).
En los lotes tratados con la sustancia de referencia, atropina, e infusión, la
progresión de la papilla es sensiblemente inferior, aunque en ningún caso presenta valores
estadisticamente significativos frente al grupo control. Esto supone un porcentaje de
reducción del tránsito intestinal del 9% con la infusión, frente al 3% conseguido por la
atropina.
r.. progresión
1 00
go
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40
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O
Control ~ atropina ~ lnftmsion
FIGURA 3. Efecto de la inifiisión de S.m.magnoh¡ sobre el tránsito intestinal.
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11.15.- EFECTO SOBRE CONSTANTES METABÓLICAS
Durante todo el periodo experimental (15 días), no se han observado
manifestaciones macroscópicas de toxicidad en los anñnales de experimentación Al final
de la experiencia se practicó la autopsia a los animales de los diferentes lotes, no
observándose afectación de sus órganos vitales.
En la Tabla 3 viene reflejado la evolución del peso corporal de los animales durante
este periodo, así como la ingesta de comida, y el promedio del recuento diario del número
de heces. Con respecto a la ingesta de agua y volumen de orina excretados, no se han
encontrado diferencias significativas, entre el lote controly el lote tratado con la infusión.
Con respecto al peso corporal, los animales tratados con la infusión experimentan
un aumento de aproximadamente el ~/o con respecto al grupo control, aunque este aumento
no es estadísticamente significativo. Asimismo, la ingesta de comida aumenta un 7.24% en
los animales tratados con la infusión, mientras que el número de heces disminuye
significativamente en un 12.89%.
TABLA 3. Efecto de la infusión de Sanguisorba mínor magnoliz sobre constantes
metabólicas.
- ‘A- -
Svsmw~ ~
~,-t ~ nf ~r~z«J-4 ~C~’~-~4:
~ -Xv
~‘-‘-~t 4-’ - - - -~-r<,~-~
-v
>t
4~
Incremento peso
(g)
12.5±2.14 l3.3+3.80’~
Iingesta comida
(grata)
17.9+0.40
Recuento heces
(n0/rata)
49.2+1.22 42.9+1.1C
Los datos corresponden a la media aritmética+error estándar medio en lotes de 7 animales
tratados durante un periodo de 15 días.
t-Student: NS, no significativo; ~p=0.Ol
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11.1.6.- ENSAYOS EN ÓRGANO AISLADO
La infusión de 5. minarmagnolz¡ ha mostrado una marcada actividad espasmolítica
frente a las contracciones inducidas por acetilcolina y cloruro bárico en duodeno de rata
(Figuras 4 y 5).
La potencia de la infusión en relación con los antagonistas selectivos, atropina y
papaverina, queda reflejada en la Figura 6.
Acetilcolina
Atropina
1’
Infusión 40 mg
-1- InfusIón 20 mg
-‘e-
TU-
¡ ¡ 1
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27.5 33
FIGURA 4. Efecto relajante de la infusión de £m.magnolii sobre la contracción inducida
por acetilcolina en duodeno aislado de rata Wistar (media aritmética±error estándar medio
de 5 determinaciones).
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Cloruro bárica
-- Papaverina
Infusión 40 mg
-1- InfusIón 20 mg
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FIGURA 5. Efecto relajante de la infusión de £m.magno¡ii sobre la confracción inducida
por cloruro báñco en duodeno aislado de rata Wistar (media aritmnética±error estándar
mediode 5 detenninaciones).
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FIGURA 6. Actividad espasmolítica de la infusión de £m.magnolii frente a la contracción
inducida por acetilcolinay cloruro bánco Porcentajes de máxima contracción.
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11.2.- ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE
La actividad hipoglucemiante se determina en ratones normales y en ratones, a los
que previamente se les ha inducido una hiperglucemia experimental. En general, el efecto
hipoglucemiante es más patente en este último reactivo anñnal.
La administración oral de la influsión de £ minor magnoliz, supone una reducción
de la glucemia en ratones normales e hiperglucémicos a partir de los 6<) minutos de iniciar
el tratamiento. Este efecto permanece estadisticainente significativo, hasta los 120 minutos
posteriores (Tablas 4 y 5).
TABLA 4. Actividad hipoglucemiante de la infusión de Sanguisorba minor magnolil.
Incremento de glucosa en ratones Swiss normales.
~pmn,,uc,rn,.cn~tw.aJ.
Gt~*7ftWi<~v~A~i3qg.
Control 19.8±2.31 24.8+5.70 29.8±4.10 25.8±5.34
Glibenclamida 18. l±2.29~ 6.73±2.31 6.68+3.19 2.0 í±o.sC
Infusión 10.8±3.22 12.5+4. 13• 10.0±4.32
Los datos corresponden a la media arinnética±errorestándar medio de las medidas de
glucemia (mg/dl) en lotes de 7 animales, a los 30, 60, 90 y 120 minutos posteriores a la
administración del tratamiento. t-Student: NS, no significativo; <~p=o.05;%=o.oí
TABLA 5. Actividad bipoglucemiante de la infusión de Sanguisorba minor magnolii
Incremento de glucosa en ratones Swiss hiperglucémicos.
Gn~~
+
-‘<--~«r ~“‘~-<~<
-~ .~ttTÁ1t< :*=V flk 1120 Att
Control 22.7±5.10 30.2+5.73 35.2±9.14 25.0+5.59
Glibenclamida 11~6~5•g2NS 5.50±3.6C 5.66±5.4& o.oo±o.oo~
Infusión 14.8+2.85~ 3.66±2.53 0.0O±0.00 2.50±2.S&
Los datos corresponden a la media aritmética*error estándar medio de las medidas de
glucemia (mg/dl) en lotes de 7 animales, a los 30, 60, 90 y 120 minutos posteriores a la
administración del tratamiento. t-Student: NS, no significativo; <~p=0.05; %=o.oí
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Sin embargo, la actividad hipoglucentiante de la infusión es mayor en ratones
hiperglucémicos, con un porcentaje de reducción de la glucemia superior al de la sustancia
de referencia, glibenclaniida, durante todo el periodo experimental (Figuras 7 y 8).
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FIGURA 7. Porcentaje de reducción de la glucemia de la infusión de Sanguisorba mínor
magnollí. Ratones Swiss normales.
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FIGURA & Porcentaje de reducción de la glucemia de la infusión de Sanguisorba minor
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magnolii. Ratones Swiss hipergiucemicos.
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III.- ESTUDIO FITOOUIMICO
111.1.- SCREENING EEQQMifrjffO PRELIMINAR
Los ensayos fitoquíniicos prelímmares realizados con el material vegetal (hojas y
tallos de 5. minor magnoin), que constituyeron la Memoria de Tesina de Licenciatura
(Rodríguez, 1984), indican la presencia de compuestos de tipo flavónico, saponinas, ácidos
fenólicos, taninos, (mayoritariamente de tipo catéquico), así como azúcares reductores y
mucílagos. No se detecta la presencia de antraquinonas, antocianos, heterósidos
cianogenéticos y sustancias alcaloidicas.
11L1.1.- INVESTIGACIÓN CROMATOGRAFICA DE ÁcmOs FENÓLICOS
Como ácidos fenólicos libres se habían identificado ácido vainillico, ácido p-
hidroxibenzoico y ácido gálico, siendo este último el mayoritario. En la fracción de ácidos
fenólicos combinados, no se reconoce claramente la presencia de ninguna estructura de
este tipo.
En la hidrólisis ácida, se han identificado ácido vainillico y ácido p-
hidroxibenzoico. Los ácidos fenólicos que están en uniones éster, y liberados en la
hidrólisis alcalina son ácido cafeico, ácido o- yp-cuinárico y ácido vainillico.
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IIL1.2.- INVESTIGACIÓN CROMATOGRÁFICA DE AZÚCARES
Los azúcares identificados por CCF en 5. minor.magnolii son: xilosa, fructosa,
glucosa, asi como trazas de galactosa y arabinosa. Asimismo, se han separado otros
azúcares no identificados, cuyo comportamiento cromatográfico es diferente (valores de R~
más bajo), yque probablemente correspondan a moléculas de disacáridos.
Estos resultados son corroborados por los estudios en HPLC (Cromatogranias
n0 i y n0 2). Comparando los tiempos de retención con sustancias patrones, se identifican,
además de los azúcares anteriormente citados, moléculas de sacarosa y maltosa, no
detectadas en los estudios por CCF.
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Cromatograma ¡¡01. Detenninación de azúcares de S.rn.magnola por comparación con
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IIL1.3.- INVESTIGACIÓN CROMATOGRÁFICA DE HETERÓSIDOS
FLÁVÓNICOS
Del estudio por CCF de los compuestos flavónicos presentes en nuestra planta, se
deduce la no existencia de genmas libres, presentándose al menos cinco moléculas
heterosidicas.
Por hidrólisis ácida en placa, y posterior estudio cromatográfico (CCF y HPLC), se
identifican quercetol y kemferol (Cromatogramas n0 3 y n0 4), como geninas que fonnan
parte de la estnictura de los heterósidos. El estudio cromatográfico de la fracción glucídica,
identifica como azúcares mayoritarios, glucosa y arabinosa.
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Cromatogrania no 3. Identificación del quercetol en S.m.magnohi por comparación con
sustancia patrón por HPLC.
Estructura de la gemna flavónica aislada e identificada de la infusión de
a Si
Sanguisorba minor magnohi: quercetol.
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Cromátograma n0 4. Identificación del kemferol en S.m.magnoli¡ por comparación con
sustancia patrón por HPLC.
Estructura de la genina flavónica aislada e identificada de la infusión de
Sanguisorba minormagnolii: kemferol.
J?est,/tttcio.g 129
IIL1.4.- INVESTIGACIÓN
SAPONINICOS
CROMATOGRÁFICA DE HEIIERÓSIDOS
Por estudios cromatográficos en capa fina, con la ayuda de sustancias patrones de
referencia, se identifica ácido torméntico, como molécula de naturaleza tipo saponina,
mayor tar a en nuestra especie.
Este compuesto, a su vez, ha sido previamente identificado dentro del género
Sanguisorba, y géneros botánicamente próximos (Potier et aL, 1966; Villar et aL, 1986;
Ivorra et al., 1988; Stachrski et al., 1995).
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1111.5.- INVESTIGACIÓN CROMATOGRÁFICA DE AMINOÁCWOS
Los aminoácidos identificados en £ minor magnoliz por HPLC (Cromatograma
n0 5 ), asi como la proporción en la que se encuentran presentes en la planta, vienen
reflejados en la Tabla 6.
Se han identificado igualmente, trazas de prolina, cistina, metionina y tirosina.
También existe arginina, que no pudo ser cuantificada al coeluir con el amoníaco, y trazas
de ácido ganima-aminobutírico.
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Croniatograina n” 5. Determinación de aminoácidos de S.mmagnalii por HPLC.
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TABLA 6. Análisis cuali y cuantitativo por HIPLC de los aminoácidos en Sanguisorba
minor magnoli¡.
ftt~~C; ~ t~
--
Glutémico
Aspártico
Alamna
Treonina 1.72
Fenilalanina 1.31
Leucina 1.28
Valina 1.05
Serna 1.04
Lisina 0.99
Histidina 0.61
Isoleucina 0.45
Glicina 0.29
4y
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HL1.&- ACEITE ESENCIAL
las características organolépticas de la esencia obtenida de 5. minor magnolui,
corresponden con un aceite muy viscoso, transparente, de color amarillo-ámbar, y olor
fuerte y penetrante. El rendñniento obtenido fiéde 0.035%
El análisis cualitativo del aceite esencial por cromatografia de gases, da una idea de
la complejidad en cuantoa composición de la muestra a estudiar. En el Cromatograma n0 3,
quedan reflejados los picos obtenidos en este análisis.
Comparando los valores de retención relativa, con los aportados por la bibliografia,
únicamente se pueden identificar como probables constituyentes de la esencia, los
compuestos reflejados en la Tabla 7, quedando para estudios posteriores el análisis más
concreto del aceite esencial.
TABLA 7. Composición cualitativa del aceite esencial de Sanguisorba mínor magno¡ti.
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111.2.- AISLAMIENTO DE COMI>IJESTOS
fl1L2.1.- CROMATOGRAFÍA EN CAPA FINA
Este tipo de cromatografia ha servido para tener una primera idea orientativa de la
complejidad de la infUsión de £ minarmagnolii.
De la observación de los cromatofolios, utilizando diferentes fases móviles y
distintos reveladores, se deduce la enorme complejidad de la infusión, con una presencia
mayoritaria de compuestos polifenólicos, muy probablemente flavonoides, y estructuras de
tipo saponinas en forma heterosídica.
Dada la enorme complejidad en cuanto a composición de los extractos acuosos, se
planteó realizar una purificación previa al fraccionamiento por CC. Para ello, una vez
obtenida la infUsión, el marco es extraido de nuevo con etanol, con objeto de obtener una
fracción saponinica más pura.
Los ensayos en CCF realizados con la infusión y extracto etanólico, demostraron
que ambos no difieren esencialmente en cuanto a composición, aunque en el extracto
etanólico, libre de muchas impurezas anatradas en la infusión, la complejidad es mucho
menor, por lo que se decidió continuar el proceso de fraccionamiento con este extracto.
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111.3.- ELUCIDACIóN ESTRUCTURAL DE COMPUESTOS
Para la elucidación estnictural de los compuestos aislados de £ minor magnola, se
emplean las técnicas espectroscópicas más ampliamente utilizadas para este fin: la
espectroscopia de resonancia magnétiea nuclear (RMN), tanto de protón (1H-RMN) como
de carbono (13C-RMN), y la espectroscopia infrarroja (IR).
A la vista de los resultados obtenidos con estas técnicas, relacionándolos con los
datos aportados por la bibliografla, se establece una posible estructura molecular.
111.3.1.- U)ENTIFICACIÓN DEL COMPUESTO 1
El espectro de IR indica la presencia de doble enlace R
2C=CHR(señal a 1670 cm~’)
así como de grupos hidroxilo R2CI-IOH (señal a 3400 cm’).
Para la identificación estructural del compuesto 1, nos hemos basado
fimdamentalmente en los datos obtenidos con el espectro de ‘
3C-RMN. Las señales de este
espectro son las esperadas para un triterpeno. Se trata de un producto interesante, con una
altaprobabilidad de ser una nueva sustancia.
A la espera de realizar técnicas espectroscópicas complementarias, se puede
establecertres hipótesis acerca de su estructura.
Por antecedentes bibliográficos, y a tenor de una señal débil que aparece a 179.89
ppm, hemos considerado la posibilidad de que el compuesto 1 sea un derivado del tipo del
ácido ursólico.
Sin embargo, existen dos señales en el espectro de ‘3C-RMN, que no nos permiten
asignar definitivamente esta estructura para el compuesto 1. Por un lado, el desplazamiento
químico del carbono en posicición 1’ debería aparecer aproximadamente a 95.2 ppm,
mientras que en nuestro- -ewectro aparece una señal a 102.4 ppm. Por otro lado, tenemos
una señal a 66.10 ppm, que no corresponde al carbono en 6’ (que debería aparecer a 62.5
ppm), porque además es de un carbono trisustituido.
En el espectro de 1H-RMN, comparándole con el propuesto para el ácido ursólico
(Tori et al., 1975; Seo et al., 1975; Lee et aL, 1988), únicamente concuerdan los singletes
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centrados a 1.04,0.85 y0.77 ppm, correspondientes a los protones en posición 27,26 y 24,
respectivamente. Asimismo, aparece un doblete a 0.83 ppm (J”’ 6.2 Hz), asignable al protón
en posición 29.
Una segunda hipótesis, nos hace pensar que el compuesto 1 es un glicósido
triterpénico del tipo a-amiúna. Sin embargo, y en lo referente al azúcar, se presentan los
mismos problemas espectrales que en el caso anterior. Además, en el espectro de 13&1~jj~¡
no sedetecta señal algunaenel entorno de 59.19 ppm, asignada al carbono en posición 18
de la a-andrina. No se explica tampoco la señal que aparece a 179. 89 ppm.
La tercera hipótesis, y la más consistente acerca de la estructura del compuesto 1,
nos conduce a un triterpeno del tipo epoxi-dammarano. En este supuesto, se admite que el
compuesto 1 no es un glicósido, sino un triterpeno polioxigenado. La señal que aparece a
179.89 ppm en el espectro ‘3C-RMN, pertenece auna impureza.
Comparando con modelos de dammaranos y de andrina para el anillo C (Francisco
a aL, 1984; Tori et aL, 1988), se puede llegar tentativamente a la siguiente estructura para
el compuesto 1.
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Las señales del espectro de ‘3C-RMN para esta molécula, vienen reflejadas en la
Tabla 8. No obstante, la señal del carbono en posición 1 es demasiado intensa, mientras que
los desplazamientos químicos del C-7, C-20, C-23 y C-24, presentan una intensidad por
debajo de lo normal.
La complejidad estructural del compuesto 1, y el hecho de que las otras técnicas
espectrales no confirmen definitivamente las hipótesis establecidas por el espectro de ‘3C-
RMN, hace necesario la realización de otras técnicas complementarias y más complejas,
que pemdtan asignar con toda probabilidad esta estructura molecular.
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TABLA & ‘3C-RMN (50 Mhz, CDCI3). Desplazamientos quiniicos para el compuesto 1.
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11L3.2.- IDENTIFICACIÓN DEL COMPUESTO 2
Los resultados del espectro de RMN, tanto de protón como de carbono, del
compuesto 2, obtenidos por comparación de los desplazamientos químicos respecto al TMS
como patrón interno, concuerdan con una naturalezade isoflavanona.
Estos resultados, junto con los datos aportados por la bibliografia (Farkas et aL,
1971; Filho etat, 1973), permiten establecer como estructura probable para el compuesto 2
la de una 5,7,3’,4’-tetrahidroxiisoflavanona.
No obstante, existen problemas en el espectro de 1H-RMN con la interpretación de
las señales asignadas a los protones en 2 y 3. De acuerdo con las referencias bibliográficas
para espectros de isoflavanonas, los desplazamientos químicos a 4.6 y 4.0 ppm
corresponden a los protones en posición 2 y 3 respectivamente, mientras que en nuestro
caso, las señales se dana la inversa.
Sin embargo, el resto de las señales del espectro concuerdan con la estructura
molecular propuesta Se observan dos dobletes centrados a 6.80 y 6.89 ppm (J 2.0 Hz y
8.0 Hz, respectivamente), correspondientes a los protones en posición 2’ y 6’ de la estructura
isoflavanónica. Asimismo, aparecen nuevos dobletes a 5.87 y 6.02 ppm (J= 2.3 Hz),
asignables a los protones 6 y 8 del anillo A. A su vez, el protón situado en el carbono 5’ del
anillo B, exhibe una señal a 6.75 ppm (J= 2.0 Hz y 8.0 Hz).
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En el espectro de ‘3C-RMN del compuesto 2, relacionándolo con los datos
aportados por la bibliografia (Markham & Chan, 1982), se observan dos señales a 71.7 y
50.9 ppm de los carbonos en posición 2 y 3 del anillo A, típicos de estructuras tipo
isoflavanonas.
Tras el estudio conjunto de todos los datos espectrales, relacionándolos con los
aportados por la bibliografia, podemos establecer como muy probable esta estructura para
el compuesto 2.
Espectro de 1H-RMN correspondiente al compuesto 2.
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1V.- ESTUDIO FARMACOLÓGICO DE COMPUESTOS AISLADOS
IV.1.- ACTIV[DAD HIPOGLUCEMIANTE
A la vista de los resultados obtenidos con la infusión, los ensayos de hipoglucemia
se realizan sólo con ratones a los que previamente se les ha inducido una hiperglucemia
experimental.
La administración oral de los compuestos aislados de £ minar magno/ii supone una
reducción de la glucemia, que es más patente con el compuesto 1, y estadisticamente
significativa hasta los 90 minutos de su aplicación. En ningún caso, este efecto perdura
basta el final del periodo experimental (Tabla 9).
TABLA 9. Actividad hipoglucemiante de los compuestos aislados de Sanguisorba minar
magnolzí. Incremento de glucosa en ratones Swiss hiperglucémicos..
—~~-
!—+c
:;=Ss~¿Viú ~
~4~¡-’-----
-. ‘1
t”~—~A~k ~=$4<-4k
-‘ -~
~ QJ~~~a§n>~. ~,s>~ti:ts =Ss~¿Viú -<9Q~ ¼
Control 22.7+5.10 30.2+5.73 35.2+9.14
1¼
25.0+5.59
Glibenclamida 5 50+3.6& 5.66+5.4J 0.00+0.00
Compuesto 1 41.8+3. 80NS 18.5+4.50* 1 7.6±6.24
Compuesto 2 NS24.0±8.05 3011462NS 119.8+5.52 NS18.8+6.55
Los datos corresponden a la media aritniética+error estándar medio de
glucemia (mg/dl) en lotes de 7 animales, a los 30, 60, 90 y 120 minutos
administración del tratamiento.
t-Student: NS, no significativo; p=0.05;
9~p< 0.01
las medidas de
posteriores a la
El porcentaje de reducción de la glucemia alcanza valores de alrededor del 50%, a
los 90 minutos de iniciar el tratamiento con ambos compuestos (Figura 9).
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FIGURA 9. Porcentaje de reducción de la glucemia de los compuestos aislados de
Sanguisorba minor magnohl . Ratones Swiss hiperglucéniicos.
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V.2.- ENSAYOS EN ÓRGANO AISLADO
.1
Los compuestos aislados de £ minar magnolil se han mostrado como potentes
agentes espasmoilticos, inhibiendo casi por completo las contracciones inducidas por
acetilcolina y clorurobárico (Figuras 10,11,12 y 13). En general, este efecto es más patente
con el compuesto 1, aunque en ambos casos los resultados son estadísticamente
significativos.
La potencia de ambas moléculas en relación con los antagonistas selectivos,
atropina y papaverina, queda reflejada en laFiguras 14 y 15..
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FIGURA 10. Efecto relajante del compuesto 1 aislado de £m.magno¡ii - sobre - la-
contracción inducida por acetilcolina en duodeno aislado de rata Wistar (media
aritinética±error estándar medio de 5 determinaciones.
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FIGURA 11. Efecto relajante del compuesto 2 aislado de £m.magnolii sobre la
contracción inducida por acetilcolina en duodeno aislado de rata Wistar (media
aritmética±error estándar medio de 5 determinaciones).
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FIGURA 12. Efecto relajante del compuesto 1 aislado de S.m.magnolii sobre la
contracción inducida por cloruro bárico en duodeno aislado de rata Wistar (medía
aritmética±error estándar medio de 5 determinaciones.
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FIGURA 13. Efecto relajante del compuesto 2 aislado de £m.magnolii sobre la
conflcción inducida por cloruro bárico en duodeno aislado de rata Wistar (media
aritmética±error estándar medio de 5 determinaciones).
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FIGURA 14. Actividad espasinolítica del compuesto 1 aislado de £m.magnolii frente a la
contracción inducida por acetilcolinay cloruro básico.
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FIGURA 15. Actividad espasmolitica del compuesto 2 aislado de £m.magnolii frente a la
contracción inducida por acetilcolina y cloruro básico.
Porcentajes de máxima concentración-
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La búsqueda de nuevas moléculas con actividad farmacológica a partir de ffientes
naturales, es una pñctica habitual en numerosos centros de investigación, orientada
siempre en base a las aplicaciones terapéuticas que estas plantas tienen en la medicina
popular.
En el marco de un proyecto de investigación en esta misma Unea, establecido en
nuestro Departamento, se continuó el estudio iniciado en la Tesina de Licenciatura sobre
Sanguisorba minor ssp. magno/U, especie vegetal utilizada a nivel popular en la provincia
de Toledo y Ávila, en zonas próximas a Madrid.
En primer lugar se ha realizado un estudio histológico que permita establecer unas
primeras bases para la identificación y diferenciación de esta planta medicinal:
Asimismo, se plantea un estudio fitoquimico encaminado a caracterizar los
pnncipxos químicos presentes en la píanta, y un posterior fraccionamiento cromatográfico
para intentar aislar algún compuesto responsable de su actividad
Los ensayos farmacológicos realizados con esta especie, están basados en las
aplicaciones terapéuticas que esta planta tiene a nivel popular. Estos usos populares,
fundamentalmente obedecen a las propiedades beneficiosas que presenta como tónico
digestivo. En el ámbito rural de recolección, esta planta es considerada como un eficaz
remedio contra la úlcera gastroduodenal.
De este modo, se han llevado a cabo una serie de pruebas sobre aparato digestivo,
encaminadas a validar farmacológicamente sus efectos beneficiosos a este nivel, y de
actividad hipoglucemiante Todas estas pruebas farmacológicas se han realizado con la
infusión al 5% de tallos y hojas,ya que es así como se utiliza en el ámbito local.
Desde el inicio de la terapéutica antiulcerosa con base científica, la práctica más
frecuente ha sido el tratar de disminuir el desarrollo del ulcus gastroduodenal, frenando la
secreción de jugo gástrico. De hecho, se han empleado ampliamente moléculas
anticolinérgicas para inhibir tal secreción, como la atropina y derivados (Moron et aL,
1984).
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Posteriormente, se llegó al uso de anticolínérgicos especificos, como la pirenzepina,
que impiden la secrección del jugo gástrico al actuar sólo sobre determinados receptores,
por lo que están exentos de los molestos efectos secundarios de los derivados atropínicos
(Pat etaL, 1984; Takeda et aL, 1985; Carmine & Brogden, 1985).
Con un mecanismo de acción semejante, pero por una vía totalmente distinta, está
el grupo de los antagonistas H~, que constituyó un verdadero hito en la terapéutica
antiulcerosa, y cuyos principales representantes son la cimetidina y ranitidina (Brater a aL,
1982; Piper, 1983).
Posteriormente se incluyeron en la terapeútica el uso de inhibidores de la bomba de
protones (omeprazol, lansoprazol...) siendo en la actualidad las sustancias más empleadas
junto a los anti-H2 (Florez, 1992).
Otra posible fluente de búsqueda de nuevos agentes antiulcerosos, es el bloqueo de
la liberación ó de la actuaciónde la gastrina, uno de los más potentes estímulos fisiológicos
de secrecciónácida gástrica (Ishizaki a aL, 1971).
Dada las referencias populares sobre SJ minor magnolil, y con objeto de abordar en
mayor medida los factores desencadenantes de estas patologías ulcerosas, hemos englobado
diferentes aspectos del aparato digestivo, en las pruebas farmacológicas realizadas con
nuestra planta.
La infusión ha mostrado una marcada actividad antiulcerosa en dos modelos de
inducción de úlcera experimental, siendo tan activa como la sustancia de referencia,
ranitidina, potente antagonista [12.
Asimismo, presenta un ligero efecto inhibidor de la secrección ácida gástrica, así
como de la motilidad gastrointestinal. Esta actividad se ve reflejada en un descenso
significativo del número de heces producidas por los animales de experimentacton, durante
todo el periodo experimental. Con respecto a los ensayos de sialorrea en ratones, la infusión
ha mostrado una marcada actividad anticolinérgica, que se mantiene estadisticamente
significativaen el tiempo.
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En los ensayos en órgano aislado, realizados con duodeno aislado de rata, la
infusión ha mostrado una potente actividad espasmolítica frente a las contracciones
inducidas por acetilcolina, inhibiendo ligeramente las inducidas por cloruro básico. Este
efecto es similar en potencia al del antagonista selectivo de la acetilcolina, atropina,
sugiriendo un posible bloqueo de receptores colinérgicos, como mecanismo de acción
espasmolítico de la infusión.
La utilización de tres modelos de inducción de úlceras que actúan por distintos
mecanismos, permiten evaluar la actividad antiulcerosa, como en el caso de indometacina
que actúa inhibiendo la síntesis de prostaglandinas, la actividad antisecretora en el caso de
ligadura de píloro y la actividad citoprotectora frente al etanol (agente necrosante).
El hecho de que la infusión sea activa en los tres casos, se relaciona y concuerda
con los resultados obtenidos en las otras pruebas, e indica que puede actuar por varios
mecanismos, disminuyendo la producción de secreción ácida y/o aumentando la Ñotección
loca] de la mucosa Esto puede ser debido a su demostrada, a distintos niveles, actividad
anticolinérgica y también a la presencia de detenninadas sustancias como taninos y
mucílagos que actuarían a nivel local. En ambos casos, también se justificaría su actividad
astringente y el efecto antisecretor.
En los ensayos de actividad hipoglucemiante, la infusión ha presentado también un
marcado efecto, tanto en ratones normales como en ratones aloxanizados, permaneciendo
significativo durante todo el experimento. Sin embargo, este efecto es más patente en
ratones hiperglucémicos, a los que previamente se les había inducido una hiperglucemia
experimental, por lo que se puede presuponer la eficacia de la infusión, en conseguir una
normogluceniia de una formaprolongada
Los ensayos fitoquimicos preliminares realizados con nuestra planta, indican la
presencia de una amplia gama de compuestos químicos: flavonoides, saponinas, ácidos
fenólicos, taninos, azúcares reductores y mucilagos (Rodriguez, 1984).
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Por técnicas de CCF, y en ocasiones HPLC, hemos realizado una investigación
cromatográfica de los ácidos fenólicos, azúcares, aminoácidos, heterósidos fiavónicos y
saponínicos presentes en nuestra planta, así como un estudio cualitativo por CG del aceite
esencial.
Como ácidos fenólicos mayoritarios se han identificado, ácido vaiillico, ácido p-
hidroxibenzoico y ácido gálico.
Los azúcares identificados, que presumiblemente formarán parte de las moléculas
heterosídicas presentes en la infusión, son xilosa, fructosa y glucosa. Además, por HPLC,
son identificados también, sacarosa y maltosa.
Con respecto a los heterósidos fiavónicos, se han identificado quercetol y kemferol,
como geninas que forman parte de la estructura de estas moléculas. La fracción glucidica
está constituida mayoritariamente porglucosa y arabinosa. Estas sustancias fiavónicas están
asociadas a efectos antiulcerosos (Alcaraz & Hoult,1985; Alarcón de la Lastra et al,1994) y
espasmoilticos (Laekeman a al, 1986; Choi etal, 1991).
Como estructura saponinica mayoritaria, se ha identificado por CCF el ácido
torméntico, molécula porotro lado, típica dentro del género Sanguisorba y con demostrada
actividad hipoglucemiante (Potier a aL, 1966; Villar a aL, 1986; Ivorra a aL, 1988;
Stachnrski a aL, 1995).
En el análisis cuali y cuantitativo de aminoácidos en nuestra especie, se observa la
presencia de diferentes estructuras, en cantidades elevadas. Como aminoácidos
mayoritarios, se han identificado glutámico, aspártico y alanina.
La complejidad estructural del aceite esencial de nuestra especie, no ha permitido
identificar de una forma definitiva, su composición, aunque de una manera aproximada, se
puede detectar comomoléculas terpénicas mayoritarias, a-terpineno y bomeol.
Junto a los compuestos identificados: quercetol, kemferol y ac.torméntico, como
sustancias activas a las que pueda deber su actividad farmacológica la infusión, se logra
aislar dos compuestos siguiendo la metodología expuesta en la parte experimental.
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Con técnicas espectroscópicas, y relacionando los datos obtenidos con los aportados
por la bibliografia, se llega a una aproximación de la estructura molecular de ambos
compuestos.
[a estructura del compuesto 1 responderia a un esqueleto triterpénico de tipo epoxi-
dammaxano.
Las saponinas con esqueleto dammarano derivan del grupo de saponinas tipo
lanostano (Sharma a aL, 1996), constituyendo un amplio conjunto de saponinas
triterpénicas conocidas en el reino vegetal. Han sido descritas mayoritariamente en las
familias Araliaceae, Cucurbitaceae y Rhamnaceae, perteneciendo además a este grupo, los
ginsenósidos aislados del Ginseng (Tanaka & Kasui, 1984; Watanabe et aL, 1988; Shukla
& Thakur, 1988, 1990; ShuetaL, 1995; Baek et aL, 19%; Mabrana aL, 1996)...
Aunque dentro del género Sanguisorba y familia Rosaceae en general, se han
descrito una amplia gama de estructuras triterpénicas, no queda constancia en la
bibliogratia especializada del aislamiento de saponinas con esqueleto dammarano, dentro
de sus especies, siendo ésta la primera vez.
De poder confirmar esta estructura parael compuesto 1, seria en 5. minor magno/u
la primera vez que apareciese reseñado un compuesto de este tipo dentro de este género.
Las saponinas triterpénicas presentan un amplio abanico de propiedades biológicas,
de las que hablamos más extensamente en el apartado 11.2 de la revisión bibliográfica de
esta Memoria (Hostettman & Marston, 1995).
La posible estructura del compuesto 2 corresponde con una S,7,3’,4’-
tetrahidroxiisoflavanona Las estructuras de isoflavonoides no son muy abundantes en el
reino vegetal, aunque se han descrito dentro de la familia Rosaceae. Se encuentran
presentes en su inmensa mayoria dentro de la sub-familia Papilionoideae de las
Leguminosas (Ingham, 1983).
Principios químicos de naturaleza isoflavanonónica se han descrito en los géneros
Erythr¡na (Wandji & Tanee Fomum, 1995), y Lupinus (Souleles, 1990), y dentro de la
familia Rosaceae, en la especie Prunuspuddwn (Narasimhachari & Seshadri, 1952).
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Dentro del género Sanguisorba, en concreto en la especie sometida a estudio, 5.
mmnor magno/ii, es donde se describe por primera vez una molécula de naturaleza
isoflavanonónica.
Los isoflavonoides presentan también un amplio rango de actividades biológicas,
predominando su acción estrogénica, antifungica y antibacteriana, así como sus
propiedades insecticidas (Ibrahim & Abul-Hajj, 1990; Dey & Harbome, 1991), citotóxicas
(Edwards a aL, 1979; Li «taL, 1993), y antivirales (Stossel, 1987; Konoshima et aL, 1988;
Manikumar a aL, 1989). Los efectos estrogénicos de estos compuestos, presentes en
muchos forrajes para la alimentación del ganado, han sido causa de los problemas de
infertilidad detectados en algunos animales (Bickofl, 1968; Biggs et aL, 1983; Miller et aL,
1989). Asimismo, los isoflavonoides poseen marcados efectos antiinflamatorios y
antioxidantes (Della Loggia et al., 1989; Jha e! aL, 1990; Van Acker e! aL, 1996), así como
actividad espasmolítica (Della Loggia e! aL, 1988).
Con objeto de comprobar si ambos compuestos aislados son en parte responsables
de la actividad de 5. minor magno/ii, se realiza un estudio farmacológico de los mismos.
El bajo rendimiento de las separaciones cromatográficas no ha permitido realizar la
totalidad de las pruebas farmacológicas ensayadas con la infusión, por lo que con los
compuestos aislados quedan reducidas a la determinación de la actividad hipoglucemiante,
y su posible mecanismo espasmolitico en duodeno aislado de rata.
Al igual que la infusión, ambos compuestos han mostrado una marcada actividad
hipoglucemiante, aunque este efecto no es tan prolongado en el tiempo. Tal y como cabría
esperar por las referencias encontradas en la bibliografla especializada (Villar a aL, 1986;
Ivorra e! aL, 1988, 1989; Reher a aL, 1 991c), la actividad hipoglucemiante es más marcada
con el compuesto 1, molécula de naturaleza triterpénica.
En los ensayos en órgano aislado, el compuesto 1, al igual que la infusión, ha
mostrado un marcado efecto espasmolitico frente a las contracciones inducidas por
acetilcolina, inhibiendo ligeramente las inducidas por cloruro básico. El compuesto 2 a su
vez, se ha mostrado como un potente agente espasmolitico, inhibiendo casi por completo
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las concentraciones inducidas por acetilcolina y cloruro bárico, con una potencia
similar a los antagonistas selectivos, atropina y papavenna.
A la vista de los resultados obtenidos en este trabajo experimental y
bibliográfico parece sumamente interesante continuar con el estudio de esta especie,
& mínor magno/ii, cuyo uso en medicina popular hemos podido corroborar en el
laboratorio.
En un futuro inmediato, se iniciarán ensayos encaminados a aislar en mayor
cantidad ambos compuestos, así como a profundizar en un amplio rango de actividades
biológicas y posible mecanismo de acción.
Por otro lado, el aislamiento de nuevos principios con actividad farmacológica
que pudieran contribuir a los efectos beneficiosos de la infusión, constituye línea de
investigación prioritaria, a desarrollar con S.mínor magno/ii.
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CONCLUSIONES.
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1.- Se establecen las claves histológicas necesarias para un control de identidad de esta
planta medicinal, que podrían permitir una císificación diferencial de S.nvmagno/ii de las
otras subespecies.
2.- Los ensayos farmacológicos realizados con la infusión de S.m.magnolii permiten
corroborar los usos terapeúticos que esta especie tiene en el ámbito popular, como ténico
digestivo y antiulceroso. A nivel experimental se ha demostrado su actividad
anticolinérgica, cítoprotectora y astringente.
Asimismo se ha comprobado su actividad hipoglucemiante.
3.- Se identifican como componentes de la planta, por técnicas croniatográficas, ácidos
fenólicos, aminoácidos y algunos componentes del aceite esencial.
4.- Se identifica en la infusión la presencia de quercetol y kemferol como geninas de los
heterósidos flavónicos. Asimismo de identifica el ácido tonnéntico como saponina
mayoritaria
5.- Por técnicas de cromatografla en columna, se logra aislar dos compuestos activos, que
contribuyen en la actividad farmacológicamostrada por la infusión.
Utilizando técnicas espectroscópicas adecuadas se logra, la elucidación estructural de
estas dos moléculas:
A.- Uno de los principios corresponde a una saponina triterpénica con esqueleto epoxi-
dammarano. Moléculas de esta naturaleza, no se han descrito hasta el momento dentro del
género Sanguisorba.
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B.- El segundo compuesto aislado correspondería a una 5,7,3’,4-tetrahidroxiisoflavanona
Este tipo de compuestos han sido descritos dentro de la familia Rosaceae, aunque es en
Sanguisorba minor magnolii, donde se resefíapor primera vez dentro de este género.
6.- Los ensayos farmacológicos realizados con ambos compuestos aislados, reflejan una
marcada actividad hipoglucemiante y espasmolitica, contribuyendo así, a la actividad
farmacológica de la infUsión. No obstante, lapresencia de otras moléculas activas dentro de
esta planta, y que corroboren también los usos populares de la misma, se considera también
muy probable.
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